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i1. Saccharomyces cerevisiae como organismo modelo 
 
 Desde los inicios de la historia de la humanidad, las levaduras han 
tenido un importante papel en la producción de diversos alimentos (Cavalieri et 
al. 2003). A nivel industrial, la levadura más utilizada es Saccharomyces 
cerevisiae (Sc). Esta se emplea principalmente en la producción del pan y de 
diversas bebidas alcohólicas, debido a que puede respirar los azúcares en 
presencia de oxígeno o fermentarlos en su ausencia, produciendo como 
producto secundario etanol y CO2 (Bisson 2004). 
 
 La levadura S. cerevisiae es un hongo unicelular, con un diámetro 
promedio de 5 µm. Posee 16 cromosomas y alrededor de 6 mil genes (Goffeau 
et al. 1996). Su ciclo de vida alterna entre dos formas, una de reproducción 
asexual y una de apareamiento sexual (Bisson 2004). A finales de la década 
del 80 fue descrita como un prometedor modelo de estudio eucariota debido al 
emergente desarrollo de las tecnologías de DNA recombinante que permitieron 
una rápida asociación de genes y proteínas a funciones biológicas (Botstein & 
Fink 1988). A mediados de la década del 90, S. cerevisiae fue el primer 
eucariota con su genoma secuenciado (Goffeau et al. 1996). El conocimiento 
de la secuencia del genoma de S. cerevisiae permitió comparar la secuencia de 
sus genes con las secuencias conocidas de otros organismos superiores, 
descubriéndose que estas comparten un alto porcentaje de homología 
(Botstein et al. 1997). Estos hechos potenciaron el desarrollo de herramientas 
basadas en el uso de la secuencia de DNA que derivaron en nuevas áreas de 
estudio tales como la biología de sistemas y la genómica funcional (Botstein & 
Fink 2011), lo que reforzó a S. cerevisiae como un organismo modelo ideal 
para la comprensión de los fenómenos moleculares que ocurren en los 
organismos superiores.  
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i2. Regulación de la expresión génica en eucariontes 
 
 La expresión génica es un proceso complejo, altamente regulado, 
compuesto de muchos niveles, en el que participan una amplia gama de 
factores que regulan cada una de sus etapas. Durante la transcripción, una 
molécula de RNA es producida de acuerdo a la información codificada en un 
molde de DNA. Luego, la información copiada en el RNA es transportada 
desde el núcleo celular hacia el citoplasma, donde es utilizada para la 
producción de proteínas durante el proceso conocido como traducción. Cada 
uno de estos procesos han sido estudiados de manera individual y divididos en 
fases para facilitar su comprensión. La transcripción es el primer proceso de la 
expresión génica durante el cual se sintetizan las moléculas intermediarias y 
funcionales que permiten la producción y regulación de los productos génicos.  
 
i2.1.1 Inicio de la Transcripción 
 
 La transcripción puede ser dividida en tres etapas, donde el inicio es uno 
de los principales puntos de regulación de la expresión. El proceso de síntesis 
del RNA comienza con el reconocimiento y reclutamiento de los elementos 
necesarios en la región promotora de la secuencia génica. En esta etapa se 
desarrolla la formación del complejo de preiniciación (Pre-Initation Complex, 
PIC), en el cual la RNA Polimerasa (RNA Pol), holoenzima responsable de la 
síntesis del RNA, es reclutada en conjunto a otros factores en la región 
promotora del gen (Kornberg 2007).  
 En eucariontes existen 3 tipos de RNA polimerasas, ampliamente 
conservadas entre especies, que comparten algunas subunidades comunes y 
poseen una alta similitud estructural entre ellas (Sentenac 1985). La RNA Pol I 
es responsable de la transcripción de los RNAs ribosómicos (rRNA) 5,8S, 18S 
y 25S. La RNA Pol II transcribe los RNAs mensajeros (mRNAs) que serán 
traducidos en proteínas, así como también de otros RNAs pequeños. La última, 
la RNA Pol III, está encargada de transcribir los RNAs de transferencia 
(tRNAs), el RNA ribosómico 5S y algunos otros RNAs pequeños (Archambault 
& Friesen 1993; Cramer et al. 2008).  
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 Durante la transcripción, la RNA Pol II experimenta una serie de 
fosforilaciones en el dominio carboxi-terminal de la subunidad Rpb1 (Carboxi 
Terminal Domain, CTD). Esta región en S. cerevisiae posee 26 repeticiones de 
un hepta-péptido Tyr1-Ser2-Pro3-Thr4-Ser5-Pro6-Ser7, conservado en todos 
los eucariontes. El CTD es fosforilado a medida que la RNA Pol II avanza a 
través de las etapas de la transcripción. La Ser5 es fosforilada en el promotor 
por el factor general de transcripción TFIIH (General Transcription Factor, GTF, 
revisado en(Hampsey 1998). Esta marca disminuye a medida que la RNA Pol II 
deja el promotor durante la elongación, mientras que la fosforilación de Ser2, 
mediada por Ctk1 y/o Bur1, aumenta a medida que la RPNA Pol II se aleja del 
promotor. Aunque la fosforilación de Ser7 no está del todo clara, esta es 
mayoritaria al inicio de la transcripción y luego se mantiene constante hasta 
llegar al sitio de poliadenilación. Por otro lado, la fosforilación de Tyr1 aumenta 
paulatinamente durante todo el ciclo, para descender cerca del sitio de 
poliadenilación, sitio en el cual se fosforila Thr4. Estos patrones dinámicos de 
fosforilación permiten coordinar el reclutamiento de factores al complejo de 
elongación (Elongation Complex, EC) necesarios para reclutar los factores que 
modifican el RNA naciente a medida que se avanza a través de cada una de 
las etapas de la transcripción (Komarnitsky et al. 2000)y revisado 
en(Heidemann et al. 2012). 
 El ensamblaje del PIC comienza con la unión de factores activadores a 
la región promotora del gen, los cuales poseen un dominio de unión a DNA y 
otro de activación que interactúa con otros factores para estimular la 
transcripción. El primer elemento estructural cis-regulador identificado en genes 
eucariotas fue la caja TATA. Esta consiste de una secuencia nucleotídica 
TATA(A/T)A(A/T)(A/G) presente 25 a 30 nucleótidos (nt) aguas arriba de la 
región del inicio de la transcripción (Transcription Start Site, TSS) de la mayoría 
de los eucariontes, pero en S. cerevisiae este elemento se encuentra 
aproximadamente a 120 nt aguas arriba. Su frecuencia varía según el 
organismo. En S. cerevisiae se ha descrito que entre un 10% a 20% de sus 
genes posee una caja TATA canónica, mientras que los otros genes poseen 
una secuencia similar conocida como TATA-like, la que posee de una a dos 
variantes respecto a la secuencia TATA (Basehoar et al. 2004; Rhee & Pugh 
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2012). Aunque ambos elementos son estructuralmente diferentes, los 
mecanismos asociados a su regulación son similares. Alrededor del 90% de los 
genes se regulan mediante el complejo TFIID, el resto responden al complejo 
regulador SAGA (Spt-Ada-Gcn5-Acetiltransferasa) (Huisinga & Pugh 2004). 
Entonces, en S. cerevisiae existen dos mecanismos principales de activación 
transcripcional, mediados o bien por SAGA, o por TFIID (Bhaumik 2011). 
Ambos complejos comparten la TBP y están involucrados en la formación del 
PIC. El complejo SAGA está formado por 21 subunidades, 15 no esenciales y 6 
esenciales, que regulan la transcripción principalmente mediante la 
remodelación de la estructura de la cromatina (Daniel & Grant 2007), de genes 
que poseen una caja canónica TATA, tales como los genes de respuesta a 
estrés, además, su presencia regula varias etapas de la transcripción, como un 
regulador maestro de la expresión transcripcional (revisado en(Bhaumik 2011). 
Por otro lado, el complejo TFIID está compuesto por la TBP y un conjunto 
conservado de 14 factores asociados a TBP (TBP Associated Factors, TAFs) 
(Sanders et al. 2002), y regula mayoritariamente la expresión de genes 
constitutivos, los que no poseen una caja TATA canónica (Huisinga & Pugh 
2004).  
 Luego del reconocimiento del promotor y la reestructuración de la 
cromatina por factores remodeladores (como el complejo SWI/SNF o los 
factores Isw1 y Chd1), una serie de factores de transcripción (Transcription 
Factor, TF), son reclutados junto a la RNA Pol. A pesar de que el orden y la 
naturaleza de los complejos que se unen durante la formación del PIC puede 
variar entre genes, generalmente luego de la unión de un activador le sigue la 
asociación de la proteína de unión a la caja TATA (TATA Binding Protein, 
TBP), lo cual desestabiliza la estructura del DNA permitiendo la entrada de los 
TAFs. En conjunto, estos forman el factor general de transcripción TFIID, el 
cual participa en la expresión de gran parte de los genes y cuya unión al 
promotor desencadena una serie de eventos que producen un complejo 
competente que incluye a la RNA Pol posicionada y lista para comenzar un 
ciclo de transcripción. Entre la RNA Pol y los TFs, se posiciona el complejo 
Mediador, que está formado por 25 subunidades y cuyo papel es estimular o 
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reprimir la transcripción de la RNA Pol al hacer de puente entre ambos 
elementos.  
 
i2.1.2 Elongación de la Transcripción 
 
 Durante la siguiente etapa ocurre la elongación de la molécula de RNA 
naciente. En esta, la RNA Pol II deja la región promotora en un acontecimiento 
conocido como “escape del promotor” (Dvir et al. 2001; Dvir 2002). Previo al 
escape, la RNA Pol lee la secuencia de DNA buscando el elemento iniciador 
adecuado, el cual está localizado entre 40 a 120 nt aguas abajo del elemento 
TATA (Kostrewa et al. 2009; Kuehner & Brow 2006). Luego de reconocer el 
sitio de inicio, la RNA Pol II produce transcritos cortos de entre 3 a 16 
nucleótidos que se disocian de la RNA Pol, fenómeno conocido como iniciación 
abortiva (Luse et al. 1987). Si la RNA Pol II logra transcribir una molécula de 
RNA de sobre más de 12 nt, el EC deja el promotor dando inicio a la 
elongación de una nueva molécula de RNA (Sainsbury et al. 2013).  
 Una vez comenzada la elongación de la molécula de mRNA, algunos 
factores se disocian del promotor, mientras que otros permanecen esperando 
la entrada de una nueva RNA Pol II para dar inicio a un nuevo ciclo de 
transcripción, asegurando un flujo transcripcional constante (Pokholok et al. 
2002; Svejstrup et al. 1997). Mientras la longitud del RNA naciente no supere 
los 23 nt, la RNA Pol II puede experimentar un deslizamiento sobre el DNA 
molde que deja al RNA fuera del sitio activo, pausando la elongación de la RNA 
Pol II (Pal & Luse 2003). Además, algunos factores pueden frenar la elongación 
mediante la producción de pausas de la RNA Pol II, con el objetivo de modular 
la expresión génica. Esta situación de parada transcripcional es superada 
mediante la actividad del GTF TFIIS (Dst1), el cual es capaz de estimular la 
actividad nucleolítica de la RNA Pol II para que esta corte el RNA, liberando el 
sitio activo para reiniciar la transcripción (Kettenberger et al. 2003). Otro GTF 
que ayuda a superar las pausas y bloqueos de la RNA Pol II es TFIIF. Este 
factor participa en el inicio de la transcripción y al comienzo de la elongación, 
estabilizando la conformación activa de la RNA Pol II (Bengal et al. 1991; 
Hampsey 1998).  
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 Recientemente se ha descrito que el complejo de desadenilación Ccr4-
NOT participa en distintas fases de la biogénesis del mRNA, entre ella la 
elongación transcripcional, uniéndose a la RNA Pol II y reactivando la 
elongación de las polimerasas pausadas (Kruk et al. 2011), de manera 
independiente de TFIIS. 
 Durante la elongación es necesario desensamblar el DNA empaquetado 
en los nucleosomas para permitir el paso del EC. Diversos factores participan 
de la remodelación de la cromatina para hacer más accesible el DNA y así 
facilitar el avance de la RNA Pol II (Svejstrup 2002). Los factores Asf6, Gcn5 
(componente del complejo SAGA), Set2 y Spt6 así como los complejos 
Elongador, FACT y COMPASS, juegan un papel importante en la dinámica de 
modificación de la cromatina y desestabilización de los nucleosomas durante el 
paso de la RNA Pol II (revisado en(Rando & Winston 2012). Estos factores 
actúan uniéndose directamente a las histonas o provocando alteraciones en las 
modificaciones post-traduccionales de estas, induciendo cambios 
conformacionales en la estructura de los nucleosomas, remodelando la 
cromatina o estimulando el reclutamiento de otros factores que intervienen en 
la producción del RNA. 
 
i2.1.3 Terminación de la Transcripción 
 
 La última etapa de la transcripción corresponde a la terminación. En 
esta, la síntesis de RNA es detenida, el transcrito naciente es liberado y la RNA 
Pol se disocia del DNA. Las tres RNA Pol poseen distintas estrategias de 
terminación, aunque comparten algunos mecanismos en común (Gilmour & 
Fan 2008). La terminación en la RNA Pol II está acoplada con el procesamiento 
del extremo 3’ y con el corte endonucleolítico del pre-mRNA. Para la 
terminaciónes necesaria la presencia de señales de poliadenilación 
(PolyAdenilation Signal, PAS), en el extremo 3’ del pre-mRNA (Connelly & 
Manley 1988; Russo 1995). El PAS está compuesto por al menos tres 
elementos de secuencia (Russo et al. 1993). Uno corresponde al ya conocido 
sitio de corte y poliadelinación (pA), otro a un elemento de posicionamiento de 
la poliadenilación (rico en adeninas), y el último está relacionado con un 
Introducción 
 
21 
elemento de eficiencia (Efficiency Element, EE), cuya presencia es necesaria 
para estimular la eficiencia del procesamiento. El EE posee variantes 
asociadas al término TATATA de 6 o más nt (van Helden et al. 2000). 
Alrededor del 85% de los genes poseen uno o más elementos EEs en su PAS, 
además, se ha identificado la presencia de un elemento rico en timinas en 
alrededor de 65 a 72 % de los ORFs de S. cerevisiae, que por su ubicación 
podría estar relacionado con el sitio de corte del pre-mRNA (Sherstnev et al. 
2012; van Helden et al. 2000).  
 El PAS es reconocido por dos complejos altamente conservados en 
eucariontes: el complejo de corte y poliadenilación (Cleavage and 
Polyadenilation Factor, CPF) y los factores de corte A1 y 1B (Cleavage Factor, 
CFIA & CFIB). Estos factores poseen la capacidad de promover la escisión y 
poliadenilación del pre-mRNA durante la terminación (revisado en(Mandel et al. 
2008). La terminación puede ser estimulada además por factores trans-
reguladores. Un ejemplo es la terminación mediada por la pausa de la RNA 
Pol. Esta terminación se asocia con un descenso en la tasa de transcripción 
mediado por la unión de factores en secuencias cis específicas aguas abajo del 
PAS (Yonaha & Proudfoot 1999). Durante el proceso de corte y poliadenilación, 
así como en el de terminación (liberación), la RNA Pol II experimenta cambios 
de velocidad y actividad elongante que probablemente estén relacionados con 
la unión de factores trans-reguladores (Jordan-Pla et al. 2015). 
 Dos mecanismos se han propuesto para explicar la liberación de la RNA 
Pol II desde el DNA (revisado en(Richard & Manley 2009). El primero, llamado 
“modelo torpedo”, involucra la degradación del transcrito asociado a la RNA Pol 
por la exonucleasa nuclear 5’-3’ Rat1 (conocida también como Xrn2), lo cual 
desplaza a la RNA Pol desde el molde de DNA, liberándola (Connelly & Manley 
1988; Kim et al. 2004b). El segundo mecanismo es conocido como “modelo 
alostérico” o “modelo anti-terminador”. Este propone que la transcripción a 
través del PAS provoca cambios estructurales en el EC por la disociación de 
factores de elongación y la asociación de factores de terminación (Logan et al. 
1987). En S. cerevisiae la RNA Pol II elonga unos 150 nt más allá del pA 
(Jordan-Pla et al. 2015), aunque en eucariontes superiores puede leer varias kb 
antes de soltarse (Grosso et al. 2012). 
Introducción 
 
22 
i2.2.1 Modificaciones post-transcripcionales del mRNA 
 
 Antes de producirse un mRNA maduro, el RNA naciente experimenta 
una serie de modificaciones en los extremos 5’ y 3’, además de la eliminación 
de los intrones. Luego, el mRNA maduro es transportado al citoplasma, 
traducido a proteínas y finalmente degradado. Cada una de estas etapas posee 
maquinarias específicas altamente reguladas y coordinadas entre sí, para 
asegurar la producción de proteínas desde la información codificada en el 
mRNA, fiel a la secuencia de DNA.  
 La modificación del extremo 5’ ocurre al inicio de la elongación 
transcripcional. Luego de la síntesis de 20 a 30 nucleótidos, se agrega una 
caperuza de 7-metilguanosina sobre el enlace trifosfato del primer nucleótido 
añadido al RNA naciente, lo cual previene la degradación en dirección 5’-3’. 
Esta modificación es necesaria para la eficiente expresión génica, debido a que 
es fundamental para proteger el mRNA de la degradación, además promueve 
el splicing, la poliadenilación, la exportación al citoplasma y la iniciación de la 
traducción (revisado en(Cowling 2010). Para la adición de la caperuza, la RNA 
Pol se detiene cerca del promotor, momento en que la fosforilación de la Ser5 
en el CTD estimula el reclutamiento de los factores necesarios para la 
metilación. La pausa de la polimerasa y la eliminación del RNA naciente mal 
metilado (o sin metilar), constituyen un punto de control importante de 
regulación de la expresión génica (Jiao et al. 2010; Komarnitsky et al. 2000). 
 Durante la terminación de la transcripción ocurre la poliadenilación en el 
extremo 3’. Esta fue descrita en el apartado anterior, e incluye un corte 
endonucleolítico del pre-mRNA y la síntesis de una cola poli(A) (Colgan & 
Manley 1997). La poliadenilación es realizada por varios complejos que 
interaccionan de manera cooperativa entre sí. Además, algunos elementos de 
esta maquinaria están involucrados en la terminación transcripcional, el splicing 
y el transporte del mRNA maduro hacia el citoplasma (revisado en(Mandel et 
al. 2008). 
 El splicing, o empalme del RNA, es un proceso de maduración post-
transcripcional en el cual se eliminan las secuencias intragénicas no 
codificantes llamadas intrones. Sólo el 3% de los genes de S. cerevisiae posee 
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intrones, sin embargo, el splicing es un evento altamente conservado entre 
eucariontes. Los intrones de genes nucleares son eliminados por un complejo 
ribonucleoproteico llamado espliceosoma (del inglés splicesome, también 
llamado en español como ayustosoma). Este está compuesto por alrededor de 
100 a 200 proteínas y 5 pequeños snRNAs (small nuclear RNA) llamados U1, 
U2, U4/U6 y U5 (revisado en(Adams et al. 1996; Valadkhan 2005). Su 
ensamblaje al pre-mRNA ocurre de manera co-trancripcional y es estimulado 
por las fosforilaciones que ocurren en el CTD de la RNA Pol II durante una leve 
pausa en el extremo 3’ de los intrones, evento que ha sido reconocido como un 
punto de control importante de la expresión génica (Alexander et al. 2010; 
Carrillo-Oesterreich et al. 2010). El reconocimiento de las regiones en las que 
el espliceosoma se debe ensamblar es mediado por proteínas ricas en serina y 
arginina (Serine-arginine Rich proteins, SRp), las que reclutan a los snRNAs en 
secuencias cis específicas del pre-mRNA, conocidas como “splicing 
enhancers”. Las snRNAs U1 y U2 interaccionan con la región 5’ del sitio de 
corte, mientras que U5 interacciona con la región 3’. Los snRNAs U4/U6 no 
participan en el reconocimiento del sitio de corte, pero tienen un papel 
fundamental durante la eliminación del intrón.  
 El corte de los intrones se realiza mediante un proceso catalítico de corte 
y ligación realizado en dos pasos. El primer paso consiste en el corte del 
enlace fosfodiester entre el exón 5’ y la región intrónica, lo que forma una 
estructura intermediaria de lazo entre el exón 3’ y el intrón. El segundo paso 
consiste en el corte entre el exón 3’ y la región intrónica, evento que es seguido 
de la ligación de ambos exones (revisado en(Guthrie 1991; Ruby & Abelson 
1991).  
 
i2.2.2 Exportación del mRNA 
 
 Durante la transcripción y maduración del pre-mRNA son reclutados 
parte importante de los factores responsable de la exportación de este hacia el 
citoplasma (Reed 2003). Una serie de proteínas se asocia al mRNA maduro 
formando una ribonucleoproteína (messenger Ribo-Nucleo Protein, mRNP). 
Los factores Yra1 y Sub2 se unen durante la transcripción al complejo de 
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elongación y exportación THO, formando el complejo de 
“transcripción/exportación” TREX (Aguilera 2005; Strasser et al. 2002), el cual 
posee un papel crucial en el acople entre transcripción y exportación del 
mRNA. A este complejo se le une el heterodímero de exportación Mex67-Mtr2, 
el que reconoce los mRNA que serán transportados a través de la interacción 
con Yra1 (revisado en(Katahira 2012). Además de las proteínas que se asocian 
al mRNA, es necesaria la existencia de un complejo de poro nuclear (Nuclear 
Pore Complex, NPC), que permita el paso del mRNAp hacia el citoplasma. Este 
está compuesto por alrededor de 30 factores llamados nucleoporinas. Algunas 
de estas nucleoporinas (Nup1, Nup2 y Nab2) interactúan con Mex67 para 
realizar el acoplamiento del mRNP al NPC durante la translocación hacia el 
citoplasma (Bjork & Wieslander 2014). 
 Luego de la exportación del mRNA maduro hacia el citoplasma, este 
puede ser traducido a proteínas, almacenado como mRNPs o degradado. Los 
mRNAs sin traducir son almacenados en los cuerpos de procesamiento (P-
Bodies, PBs) y en los gránulos de estrés (Stress Granules, SGs), en donde 
pueden ser degradados o re-direccionados para ser traducidos cuando sean 
necesarios (revisado en(Decker & Parker 2012). Por otro lado, los SGs 
aparecen mayoritariamente durante el estrés celular para proteger a los 
mRNAs durante condiciones adversas (Nover et al. 1989). Ambos gránulos 
poseen parte de la maquinaria de degradación 5’-3’ del mRNA, pero los PBs 
poseen predominantemente factores asociados a la remoción de la caperuza 
(Ingelfinger et al. 2002) y factores relacionados con la ruta de degradación 
NMD (Non-Sense Mediated Decay,(Sheth & Parker 2006). Además, en estos 
se encuentran factores de represión de la traducción, mientras que en los SGs 
se acumulan principalmente factores de iniciación de esta. La presencia de 
este tipo de factores sugiere que estos gránulos están relacionados 
directamente con el control de la traducción y la degradación del RNA (Decker 
& Parker 2012). 
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i2.2.3 Degradación nuclear del mRNA 
 
 Diversas rutas de degradación del mRNA están presentes tanto en el 
núcleo como en el citoplasma con el objetivo de eliminar los mRNAs aberrantes 
y retirar los que ya han cumplido con su utilidad. La complejidad y diversidad de 
cada una de las maquinarias responsables de estas rutas hacen del proceso de 
degradación una etapa altamente eficiente dentro de la dinámica de la 
expresión génica. En el núcleo, el objetivo principal de las rutas de degradación 
es mantener un control de calidad sobre el mRNA que será exportado hacia el 
citoplasma, mediante estrategias de vigilancia que eliminan los RNAs 
defectuosos o sin procesar. 
 El complejo TRAMP (Trf4(5)/Air1(2)/Mtr4/Polyadenylation), reconoce y 
marca los mRNPs aberrantes para su degradación (Houseley & Tollervey 
2008). Los factores Trf4 y Trf5 del complejo TRAMP poseen la actividad poli(A) 
polimerasa no canónica que poliadenila a los mRNAs aberrantes para que el 
exosoma nuclear los degrade (Houseley & Tollervey 2006; Vanacova et al. 
2005). El exosoma es un complejo multiproteico que posee actividad 
exonucleasa 3’ a 5’, el cual participa en el procesamiento, control de calidad y 
degradación de todos los tipos de RNA, tanto en el núcleo como en el 
citoplasma. Se ha reportado que el complejo TRAMP media la degradación del 
mRNA estimulando la actividad de la unidad catalítica Rrp6 del exosoma 
nuclear, la que posee actividad exonucleasa 3’ a 5’ (Callahan & Butler 2010), 
además este complejo se recluta de manera co-transcripcional junto a Rrp6 
para facilitar el splicing del pre-mRNA, ejerciendo un control en el procesado 
del mRNA (Kong et al. 2014). 
 Los factores Rat1 (Ribonucleic Acid Trafficking) y Rai1 (Rat1 Interacting 
Protein), median otro mecanismo nuclear de vigilancia y control de calidad. La 
proteína Rat1 es esencial para la célula y fue identificada durante una 
búsqueda de factores relacionados con el tráfico y la localización del mRNA. 
Los primeros estudios realizado con Rat1 (también conocida como Xrn2), 
sugirieron que esta enzima se trata de una exoribonucleasa 5’-3’ debido a su 
homología con factores ya conocidos que poseen tal actividad (Amberg et al. 
1992), lo cual fue confirmado en trabajos posteriores que demostraron su 
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importante función nuclear (Johnson 1997; Kenna et al. 1993). Por otro lado, el 
factor Rai1 interacciona y estabiliza la estructura de Rat1, promoviendo su 
actividad exonucleasa in vivo e in vitro (Xue et al. 2000), mediante la actividad 
5’ pirofosfohidrolasa de Rai1, que convierte el grupo trifosfato 5’ del mRNA 
aberrante a monofosfato, permitiendo la degradación por Rat1 (Xiang et al. 
2009), además esta interacción es requerida para el procesamiento de algunos 
rRNAs (Xue et al. 2000). Como se indicó en el apartado i2.1.3, ambos factores 
participan en promover la terminación de la RNA Pol II en el pA (Kim et al. 
2004b). Además, forman parte de un mecanismo de control de calidad que 
asegura la integridad de la caperuza 5’. Rai1 posee la capacidad de reconocer 
y eliminar la caperuza de mRNAs que han sido mal metilados, marcándolos 
para que Rat1 los degrade (Jiao et al. 2010; Xiang et al. 2009). También, se ha 
descrito que Rat1 participa, junto a otras RNAsas, en el procesamiento de 
algunos pre-mRNAs que poseen intrones sin procesar (Bousquet-Antonelli et 
al. 2000; Danin-Kreiselman et al. 2003). 
 
i2.2.4 Degradación citoplasmática del mRNA 
 
 La degradación citoplasmática del mRNA ocurre principalmente por 2 
vías (figura i.1), pero además, se ha descrito la existencia de rutas alternativas 
de vigilancia que retiran los mRNAs aberrantes para que estos no sean 
traducidos a proteínas potencialmente tóxicas. El objetivo principal de las rutas 
de degradación citoplasmática es modificar el recambio del mRNA, alterando 
su vida media (Half Life, HL), lo cual impacta sobre la tasa de traducción y la 
abundancia de proteínas. La maquinaria de degradación citoplasmática consta 
principalmente de 5 actividades enzimáticas, y la combinación o estrategias 
utilizadas para degradar dependen del sustrato y de las condiciones celulares. 
Estas actividades median el decapping, o remoción de la caperuza en 5’, la 
desadenilación, o remoción de la cola poli(A) en 3’, la degradación 
exonucleolítica en sentido 3’-5’, la degradación exonucleolítica en sentido 5’-3’ 
y la degradación endonucleolítica (revisado en(Parker 2012; Schoenberg & 
Maquat 2012).  
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 Las dos vías principales de degradación del mRNA citoplasmático son 
iniciadas con el acortamiento en el extremo 3’ de la cola poli(A), proceso 
conocido como desadenilación (Decker & Parker 1993; Muhlrad & Parker 
1992). En levaduras, la desadenilación es realizada por los complejos 
Pan2/Pan3 o Ccr4/Pop2/NOT (Brown & Sachs 1998; Tucker et al. 2001). En S. 
cerevisiae la cola poli(A) es reducida desde una longitud de entre 42-100 a 6-
26 residuos de adenina (Decker & Parker 1993). La proteína Pab1 (Poli(A) 
Binding) es parte del complejo de procesamiento 3’ y está envuelta en el 
control de la longitud de la cola poli(A). La actividad de la RNAsa Pan2 es 
promovida por Pab1 (Boeck et al. 1996), mientras que Pab1 parece inhibir la 
actividad del complejo Ccr4-NOT (Tucker et al. 2002). Esto sugiere que la 
desadenilación del mRNA es modulada por la naturaleza de los factores 
asociados en su extremo 3’. Además, el proceso de desadenilación esta 
acoplado a la terminación de la traducción a través del factor terminador eRF3 
(Cosson et al. 2002), así como a la transcripción, mediante el complejo 
Rpb4/Rpb7 (Lotan et al. 2005; Lotan et al. 2007).  
 Luego de la desadenilación, el mRNA puede ser degradado en sentido 3’ 
a 5’ por el complejo exosoma citoplasmático (Anderson & Parker 1998). La 
estructura central del exosoma es un complejo formado por 10 proteínas, entre 
ellas 6 proteínas homólogas a la RNAsa PH bacteriana (Rrp41, Rrp42, Rrp43, 
Rrp45, Rrp46 y Mtr3) y 3 proteínas de unión a RNA (Rrp4, Rrp40 Y Csl4), las 
que forman una estructura con forma de anillo conocida como el núcleo del 
exosoma. Además, cuenta con las proteínas Rrp44/Dis3, responsables de la 
actividad catalítica degradadora del RNA (revisado en(Chlebowski et al. 2010). 
El exosoma en el citoplasma es asistido por el complejo “superkiller” (SKI) 
(Anderson & Parker 1998). Este complejo está formado por la unión de los 
factores Ski2, Ski3 y Ski8 (Anderson & Parker 1998; Brown et al. 2000), y está 
ensamblado como un heterotetrámero en una proporción 1:1:2 (Synowsky & 
Heck 2008). La interacción entre el exosoma y el complejo SKI es mediada por 
la proteína Ski7, la cual estimula la degradación mediada por el exosoma al 
unir físicamente ambos complejos (Araki et al. 2001; van Hoof et al. 2000). El 
complejo SKI está involucrado en la degradación del mRNA en las rutas de 
vigilancia que ejerce el exosoma sobre el mRNA citoplasmático defectuoso 
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(Mitchell & Tollervey 2003; van Hoof et al. 2000; van Hoof et al. 2002) y a pesar 
que S. cerevisiae carece de los componentes requeridos para la regulación por 
interferencia de RNA (revisado en(Harrison et al. 2009), en Drosophila el 
complejo SKI participa en la degradación del mRNA sujeto a interferencia, sin 
la necesidad de que se remueva su caperuza o que estos sean deasadenilados 
(Orban & Izaurralde 2005). 
 Seguido del acortamiento de la cola poli(A) en el extremo 3’, el mRNA 
puede ser degradado por ambos extremos. Para la degradación desde el 
extremo 5’ es necesario eliminar la caperuza protectora, proceso conocido 
como decapping. Esta tarea es realizada por los factores Dcp1 (LaGrandeur & 
Parker 1998) y Dcp2 (Dunckley & Parker 1999). Ambas proteínas forman un 
complejo, cuya actividad es influenciada por una serie de otros factores. Dcp2 
posee la unidad catalítica que rompe la estructura de la caperuza, liberando un 
m7GDP junto a un monofosfato-5’-mRNA susceptible a degradación (She et al. 
2008). Por otro lado, Dcp1 interactúa con Dcp2 induciendo un cambio 
conformacional que aumenta su actividad catalítica (Deshmukh et al. 2008). El 
decapping está acoplado a la desadenilación (Muhlrad et al. 1994) mediante el 
factor Pab1 (Caponigro & Parker 1995). La presencia de este factor en la cola 
poli(A) inhibe la eliminación de la caperuza en 5’, y es necesario que la cola 
poli(A) se acorte hasta aproximadamente 12 residuos (Decker & Parker 1993) 
para que Pab1 se suelte (Sachs et al. 1987) y permita la acción de la 
maquinaria de decapping. 
 El mRNA sin caperuza es degradado en sentido 5’-3’ por la 
exorribonucleasa Xrn1 (Exoribonuclease 1) (Kenna et al. 1993; Larimer et al. 
1992), enzima que requiere un sustrato 5’ monofosfato (Stevens 2001). Xrn1 
media la ruta general de degradación del mRNA citoplasmático (Muhlrad et al. 
1994), ya que mutantes nulos en Xrn1 poseen una acumulación de mRNA no 
adenilados y que parcialmente carecen de caperuza (Hsu & Stevens 1993). 
Esto sugiere que la tasa de recambio del mRNA en mutantes para el factor 
Xrn1 disminuye. Por otro lado, este factor participa en una serie de 
mecanismos de vigilancia citoplasmática que regulan la calidad del mRNA 
traducido. Alternativamente, el mRNA y algunos RNAs aberrantes pueden ser 
degradados por Xrn1 y por el exosoma después que una endonucleasa realice 
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un corte interno en el mRNA. Este corte genera dos fragmentos con extremos 
desprotegidos susceptibles a degradación (revisado en(Garneau et al. 2007). 
 Recientemente se identificó una ruta alternativa de degradación en 
dirección 3' a 5' en Schizosaccharomyces pombe (Sp) (Malecki et al. 2013). 
Esta ruta es mediada por la isoforma L2 de la enzima Dis3, que es parte del 
núcleo catalítico del exosoma. Aunque la isoforma Dis3L2 no ha sido 
identificada en S. cerevisiae, sí esta está presente en otros eucariontes como 
humanos, ratones y plantas (Lubas et al. 2013; Malecki et al. 2013). Esta ruta 
de degradación es independiente del exosoma y se dispara luego de la 
desadenilación del extremo 3' del mRNA, momento en que una enzima llamada 
TUTasa añade un segmento de poli-uridinas que convierte al mRNA en una 
diana para la exonucleasa Dis3L2 (revisado en(Gallouzi & Wilusz 2013). 
 
 
Figura i1. Mecanismos de degradación citoplasmática del mRNA. Una parte 
importante de los mRNAs se degrada por rutas que dependen de la 
desadenilación. La cola poli(A) es eliminada por los complejos Ccr4-NOT o 
PARN. Luego, el RNA puede ser degradado por el exosoma en sentido 3' a 5', 
o degradado desde el extremo 5' por Xrn1. Para la degradación desde el 
extremo 5', el complejo Dcp1/Dcp2 debe eliminar la caperuza que protege el 
mRNA. Alternativamente, el mRNA puede ser degradado luego de un corte 
endonucleolítico mediante Xrn1 y el exosoma. En otros eucariontes se ha 
identificado una ruta alternativa, en donde luego de la desadenilación, una 
enzima agrega una cola poli(U) que marca a los RNAs para que el factor 
Dis3L2 les degrade (modificado de Gallouzi et al. 2013 & Garneau et al. 2007). 
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i2.2.5 Rutas de vigilancia citoplasmática del mRNA 
 
 Los mRNAs que poseen errores en su secuencia y que podrían ser 
traducidos a proteínas potencialmente tóxicas para la célula son marcados por 
maquinarias específicas de control de calidad y posteriormente degradados por 
alguna de las rutas de degradación citoplasmática previamente descritas. 
Dependiendo de la naturaleza del error, existen puntos de entrada alternativos 
a cada una de las rutas de degradación que son mediados por sistemas de 
vigilancia y control diferente.  
 La ruta Nonsense-Mediated Decay (NMD) es un sistema de control de 
calidad que degrada los mRNAs con errores en su secuencia que podrían 
causar que la traducción acabe prematuramente (Baker & Parker 2004; Hilleren 
& Parker 1999). Los sustratos para el NMD son reconocidos por las proteínas 
de unión a RNA Upf1, Upf2 y Upf3 (UP Frameshift), las que provocan que el 
RNA sea degradado por alguna de las rutas de degradación citoplasmática 
(revisado en(Baker & Parker 2004; Schoenberg & Maquat 2012). En S. 
cerevisiae, el mRNA aberrante reconocido por las proteínas Upfs es 
generalmente sometido a decapping y degradado mediante la ruta mediada por 
Xrn1 (Muhlrad & Parker 1994). Pero en otros organismos, la ruta NMD puede 
disparar la desadenilación, la degradación en sentido 3' a 5', la degradación 
endonucleolítica, la represión traduccional y el direccionamiento hacia los P-
bodies (revisado en(Parker 2012). 
 Otras dos rutas de control de calidad han sido descritas ampliamente en 
eucariontes. Las rutas No-Go Decay (NGD) y Non-Stop Decay (NSD) se inician 
en los ribosomas estancados. La ruta NGD corta mediante una endonucleasa 
aún no identificada el mRNA cuya elongación traduccional está detenida, y los 
fragmentos resultantes son degradados por Xrn1 y por el exosoma. En algunos 
casos, esta ruta es promovida por los factores Dom34 y Hbs1, que son 
parálogos a los factores de terminación traduccional eRF1 y Erf3 (Doma & 
Parker 2006; Harigaya & Parker 2010). Por otro lado, la ruta NSD induce la 
degradación de los mRNAs sin señal de término de la traducción. Alrededor del 
10% del mRNA producido es poliadenilado dentro del marco de lectura abierto 
(Open Reading Frame, ORF), lo cual produce mRNAs sin una señal de término 
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de traducción (van Hoof et al. 2002). La ruta de NSD se dispara cuando un 
ribosoma alcanza el extremo 3' del mRNA sin encontrar un sitio de término de 
la traducción. El mRNA es rápidamente degradado por el exosoma en un 
proceso que requiere a algunas de las proteínas del complejo SKI. Los 
ribosomas detenidos en 3' son reconocidos por el factor Ski7, el cual recluta a 
los factores Ski2, Ski3 y Ski8 en conjunto con el exosoma para la degradación 
del mRNA (revisado en(Parker 2012). 
 
i3. Metodologías genómicas para el estudio de la transcripción 
 
 Durante mediados de la década del 90 se desarrollaron parte importante 
de las metodologías que permitieron los primeros estudios transcriptómicos a 
escala genómica. Estas se basaban en la utilización de chips de DNA para 
medir la variación del mRNA maduro en diferentes condiciones. Sin embargo, 
la cantidad de mRNA maduro de la célula depende de dos procesos opuestos: 
la transcripción y la degradación del mRNA. Por lo tanto, para comprender 
cómo la célula varía su expresión génica frente a distintas condiciones, es 
necesario contar con aproximaciones que puedan medir la transcripción y la 
degradación del mRNA. Una de las primeras aproximaciones que se 
desarrollaron para estudiar la distribución de RNA Pol elongantes en 
eucariontes fue el "Transcription Run-On" (Akhtar et al. 1996; Hirayoshi & Lis 
1999). Esta metodología mide la transcripción realizada por las RNA Pol 
activas. Básicamente la técnica de Run-On se divide en 3 pasos: 1) parada 
transcripcional por depleción de los nucleótidos mediante permeabilización, 2) 
pulso de elongación transcripcional en presencia de nucleótidos radioactivos y 
3) aislamiento del RNA marcado e hibridación de este sobre sondas 
específicas. El metabolismo celular es detenido con frío y los nucleótidos son 
retirados de la célula mediante permeabilización con el detergente Sarkosil. 
Este detergente aniónico es capaz de inhibir la iniciación de la transcripción sin 
afectar a la elongación de la RNA Pol (Gariglio et al. 1974), además, tiene la 
capacidad de eliminar las interacciones DNA-proteína, por lo que es capaz de 
desorganizar la cromatina y liberar a las RNA Pol pausadas (Chang & Luse 
1997; Izban & Luse 1991). 
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 Nuestro grupo de investigación desarrolló hace algunos años una 
técnica de Run-On a escalado genómico basada en el uso de macroarrays de 
DNA que poseen todos los ORFs de S. cerevisiae (Alberola et al. 2004). Esta 
técnica, llamada "Genomic Run-On" (GRO,(Garcia-Martinez et al. 2004), 
permite determinar la actividad transcripcional de todas las RNA Pol elongantes 
en un determinado momento. Además, desde el mismo cultivo celular utilizado 
para el Run-On es posible determinar la concentración del mRNA maduro 
(RNA Concentration, RC) a escala genómica (figura i.2).  
 La señal de GRO puede ser ajustada por el contenido de gDNA celular 
para estimar la tasa de transcripción naciente (nascent Transcription Rate, 
nTR), lo cual es proporcional a la densidad de RNA Pol transcripcionalmente 
activas por copia de gen. También puede ser ajustada por el volumen celular, 
para estimar la tasa de síntesis aparente del mRNA (Syntheis Rate, SRap), la 
cual indica la contribución de la transcripción a la concentración del mRNA 
citoplasmático. En ese sentido, existen diversas metodologías basadas en el 
marcaje metabólico del mRNA que permiten medir la Syntheis Rate (SR) de 
manera directa (Miller et al. 2011; Sun et al. 2012). La nTR con la SR están 
estrechamente relacionadas, pero ambos parámetros se diferencian en que las 
unidades de nTR son cantidad de moléculas producidas por gen, mientras que 
para la SRap las unidades son de concentración de moléculas citoplasmáticas 
(revisado en(Perez-Ortin et al. 2013b). Por lo tanto, ambos parámetros miden la 
actividad transcripcional desde diferentes puntos de vista. Mientras que para la 
nTR la producción de nuevas moléculas depende de las RNA Pol activas por 
gen, la SRap depende de los procesos de maduración y exporte del mRNA, así 
como también del volumen que posee el citoplasma en el cual las nuevas 
moléculas de mRNA se distribuyen. 
 En estado estacionario, la SR es igual a la tasa de degradación 
(Degradation Rate, DR), la que a su vez es proporcional al producto de la RC 
por una constante cinética de degradación kd: 
 
SR = DR = kd * RC 
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 La constante kd, tiene un significado inverso al de la estabilidad del 
mRNA (RNA Stability, RS). Por lo tanto, desde la información recopilada 
mediante GRO es posible estimar la SRap, la RC y de manera indirecta, la RS 
(revisado en(Pelechano & Perez-Ortin 2010; Perez-Ortin et al. 2007; Perez-
Ortin et al. 2011): 
RS = (ln 2 / kd) 
 
 Esta aproximación tiene la ventaja de no necesitar de experimentos 
adicionales para determinar la estabilidad del mRNA a nivel genómico, que en 
general estresan a la célula (Grigull et al. 2004; Wang et al. 2002), pero 
depende de cuan precisa sea la determinación de SR y RC. Por lo tanto, este 
tipo de determinación indirecta ha sido ampliamente utilizada en la literatura 
para el estudio del recambio del mRNA en diferentes condiciones (Garcia-
Martinez et al. 2004; Pelechano & Perez-Ortin 2010; Perez-Ortin et al. 2011). 
 En nuestro grupo de investigación se ha desarrollado una aproximación 
no radioactiva de GRO, llamada BioGRO, que utiliza la incorporación de 
nucleótidos biotinilados para capturar el mRNA naciente e hibridarlo en 
microchips embaldosados (Tiling arrays). Esta tecnología de microarrays 
entrega un análisis detallado de la transcripción naciente a alta resolución, ya 
que cubren las dos cadenas de todo el genoma con 6,5 millones de sondas de 
25 nucleótidos, con un solapamiento de 8 nucleótidos entre ellas, permitiendo 
identificar en qué sentido del gen se está realizando la transcripción, además, 
permite estudiar la elongación en las regiones intergénicas (Jordán-Plá 2013). 
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Figura i2. Genomic Run-On. Una alícuota de células en fase de crecimiento 
exponencial se permeabiliza utilizando el detergente sarkosil, lo cual detiene la 
transcripción debido a la pérdida de los nucleótidos. Las células son sometidas 
a un pulso de transcripción utilizando una elevada concentración de nucleótidos 
que incorpora 33P-UTP en el mRNA que estaba siendo sintetizado por la RNA 
Pol activas antes de la permeabilización (óvalos verdes). Las polimerasas que 
están detenidas (óvalos rojos), no incorporan la marca radioactiva al mRNA. 
Una alícuota del mismo cultivo se utiliza para determinar las cantidades de 
mRNA mediante su retrotranscripción a cDNA en presencia de 33P-dCTP. Las 
muestras marcadas son extraídas e hibridadas en macroarrays de DNA 
(García-Martínez et al. 2004). Esta metodología permite determinar la 
concentración de mRNA maduro (RC), la tasa de transcripción naciente (nTR), 
y estimar la tasa de síntesis (SRap) corrigiendo la señal de GRO por el volumen 
celular (revisado en Pérez-Ortín et al. 2013). 
  
 Durante los últimos años, se han desarrollado otras técnicas genómicas 
variantes del Run-On (figura i.3). Todas comparten el fundamento de Run-On, 
pero se diferencian en el nucleótido que utilizan durante el pulso transcripcional 
y en la metodología utilizada para reconocer las moléculas de mRNA naciente. 
El GRO-Seq (Global Run-On Sequencing), fue desarrollado para determinar la 
posición, cantidad y orientación de la RNA Pol a nivel genómico en humanos. 
En el GRO-Seq, los fragmentos de mRNA que incorporan el nucleótido 5-
bromouridina 5'-trifosfato son inmuno-purificados con un anticuerpo específico 
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para este nucleótido modificado y el mRNA capturado es retrotranscrito a cDNA 
y sometido a secuenciación masiva (Core et al. 2008).  
 La técnica NET-Seq (Native Elongating Transcript Sequencing), se basa 
en la secuenciación de los extremos 3' de los transcritos nacientes asociados a 
RNA Pol. Fue desarrollada en S. cerevisiae y entrega la densidad de la RNA 
Pol a lo largo del genoma a una resolución de nucleótido y con especificidad de 
hebra. Aprovechando la alta estabilidad del complejo elongador de la RNA Pol, 
un lisado de células es sometido a digestión de DNAsa I para luego 
inmunoprecipitar el complejo "DNA - RNA Pol II -RNA", sin necesidad de 
realizar un entrecruzamiento por métodos químicos. El RNA arrastrado por la 
inmunoprecipitación contra la RNA Pol II es extraído y secuenciado 
(Churchman & Weissman 2011; Churchman & Weissman 2012). Esta técnica 
determina todos los mRNA nacientes independiente del estado de la RNA Pol. 
 Un aspecto importante de las metodologías basadas en Run-On es que 
estas determinan las moléculas de RNA naciente producidas por RNA Pol 
activas (elongantes) y no reflejan la densidad de todas las RNA Pol presentes 
en un gen (polimerasas a punto de elongar, activas y pausadas). Las técnicas 
basadas en inmunoprecipitación de cromatina (Chromatin Immuno-
Precipitation, ChIP) son capaces de identificar la posición y presencia de 
factores asociados al DNA mediante su captura con anticuerpos específicos. 
Esto ha permitido generar mapas precisos de la unión de factores de 
transcripción e identificar la presencia de RNA Pol II independiente de su 
estado transcripcional. Por otra parte, utilizando distintos anticuerpos es posible 
capturar la RNA Pol II según su estado de fosforilación. La técnica basada en 
ChIP ha sido adaptada para su utilización con herramientas genómicas tales 
como los microarrays y la secuenciación masiva. Entre las variantes 
desarrolladas destacan el ChIP-On-Chip, el cual utiliza microarrays 
embaldosados de DNA (Aparicio et al. 2005), el RPCC (RNA Pol II-Chip-on-
Chip), el que utiliza macroarrays de DNA (Pelechano et al. 2009), el NET-Seq 
(Churchman & Weissman 2011) y el ChIP-Exo, técnica que identifica a una 
resolución de nucleótido la distribución del factor inmunoprecipitado mediante 
la secuenciación de los fragmentos que han sido protegidos de degradación 
por el complejo "DNA - factor" capturado (Rhee & Pugh 2011). 
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 Otra alternativa para estudiar la transcripción es marcar el RNA 
producido mediante la incorporación de un precursor metabólico (revisado 
en(Friedel & Dolken 2009). Este tipo de técnicas no estudian la presencia o 
actividad de la RNA Pol, si no que se centran en capturar la producción de 
nuevas moléculas de mRNA marcadas metabólicamente con tiouridina (Miller 
et al. 2011) o con tiouracilo (Neymotin et al. 2014; Sun et al. 2012). Los 
precursores marcados son añadidos al cultivo celular durante un período de 
tiempo que permita su incorporación a las nuevas moléculas de mRNA. El RNA 
marcado es recuperado e hibridado en microarrays (cDTA, Sun et al. 2012; 
DTA, Miller et al. 2011) o sometido a secuenciación masiva (RATE-Seq, 
Neymotin et al. 2014). A diferencia de las técnicas basadas en Run-On e 
inmunoprecipitación, las técnicas metabólicas determinan la cantidad de 
moléculas de mRNA maduro que han sido sintetizadas durante un intervalo de 
tiempo (Perez-Ortin et al. 2013b). 
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Figura i3. Técnicas genómicas para el estudio de la transcripción. La nTR se 
puede estimar utilizando diferentes técnicas. Estas permiten determinar la 
actividad transcripcional o la densidad de polimerasas presentes en un gen. 
Dependiendo del anticuerpo utilizado, las técnicas basadas en la 
inmunoprecipitación (ChIP-on-Chip, RPCC & Chip-Exo) determinan la 
presencia o formas fosforiladas de la RNA Pol II (representadas por los óvalos 
coloreados). La producción de nuevas moléculas producidas por las RNA Pol 
activas (óvalos verdes), puede ser determinada de manera directa utilizando 
metodologías basadas en un escalado genómico del Run-On (GRO) o 
mediante inmunoprecipitación de la RNA Pol II acompañada de secuenciación 
masiva (NET-Seq). Por otro lado, la SR puede ser determinada midiendo la 
incorporación metabólica de nucleótidos tiolados en el mRNA sintetizado 
durante un intervalo de tiempo (DTA, cDTA & RATE-Seq) (modificado de 
Perez-Ortin et al. 2013). 
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i4. Coordinación de la regulación génica 
 
 El dogma central de la biología molecular indicaba que la información 
contenida en el DNA se transfiere al RNA y de ahí a las proteínas, pero esta 
información no se transfiere entre proteínas o desde estas hacia los ácidos 
nucléicos (Crick 1970). Un corolario simplista de este dogma sería que la 
información almacenada en los genes fluye de manera lineal y unidireccional 
durante la expresión génica, por lo tanto, se espera que la información 
relacionada con la regulación fluya de manera similar. En los últimos años, se 
ha demostrado que esta interpretación responde a una descripción simplificada 
de los procesos que regulan la expresión génica, debido a que la información 
génica puede ser transferida desde el RNA al RNA, RNA al DNA o incluso la 
información conformacional de las proteínas puede ser transferida a otras 
proteínas, como ocurre con la heredabilidad mediada por proteínas priónicas 
(revisado en(Koonin 2012), además, gran parte de las secuencias de DNA que 
no codifican para proteínas poseen información para la síntesis de RNAs 
funcionales y para la regulación de la expresión génica, por lo tanto, el flujo de 
la información regulatoria durante la expresión génica no sigue necesariamente 
un flujo lineal (Birney et al. 2007). 
 Tradicionalmente, las etapas de la expresión génica han sido estudiadas 
de forma aislada usando metodologías bioquímicas que sólo permitían ver 
cada proceso de manera individual. Los estudios a escala genómica han 
permitido investigar las conexiones funcionales de la expresión de los genes y 
sus proteínas reguladoras, así como la conexión entre las distintas etapas 
consecutivas de la expresión génica, incluyendo el acoplamiento entre los 
procesos nucleares y citoplasmáticos. Estos estudios han demostrado como 
muchos procesos celulares funcionan como un todo coordinado. Entonces, la 
expresión génica puede ser vista como un sistema en que todas sus etapas 
están secuencialmente acopladas (Komili & Silver 2008). 
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i4.1 Coordinación de la regulación génica: Transcripción 
 
 La expresión génica está estrechamente relacionada con el estado 
estructural de la cromatina. Los factores remodeladores de la cromatina 
pueden desplazar las histonas a lo largo del DNA para exponer o esconder 
regiones específicas (Li et al. 2007). Por otro lado, la unión de factores de 
transcripción a las regiones reguladoras puede activar o reprimir la 
transcripción mediante la estimulación o inhibición del reclutamiento de la RNA 
Pol. Además, estos pueden facilitar la unión de factores remodeladores para 
hacer el DNA más accesible a la maquinaria transcripcional (Narlikar et al. 
2002). Estos eventos sugieren un acople coordinado entre los remodeladores 
de la cromatina y los factores de transcripción que impactan sobre los niveles 
de transcripción. 
 Estudios a escala genómica han demostrado la unión especifica de 
factores relacionados con el poro nuclear a grupos de genes 
transcripcionalmente activos (Casolari et al. 2004), así como también han 
demostrado una re-localización global en la periferia nuclear de genes que han 
activado su transcripción luego de su inducción (Casolari et al. 2005). 
Asimismo, el reclutamiento de los factores necesario para preparar la 
exportación del mRNA ocurre de manera co-trascripcional (revisado en(Bjork & 
Wieslander 2014). Estos resultados indican que la transcripción está acoplada 
a la organización espacial del genoma y con la maquinaria de exportación del 
mRNA. 
 Otro aspecto importante en la coordinación de la transcripción es la 
integración entre las etapas de procesamiento y maduración del mRNA. Como 
fue descrito en los apartados 2.1.3 y 2.2.1, durante la última etapa de la 
transcripción el pre-mRNA experimenta distintas modificaciones para su 
maduración. Estas incluyen la escisión del pre-mRNA desde el EC, la 
incorporación de la caperuza en 5', la poliadenilación en 3', el procesado de los 
intrones (splicing), la corrección de secuencia, la metilación de adeninas y el 
control de calidad del mRNA producido (revisados en(Bentley 2014; Fu et al. 
2014; Komili & Silver 2008; Proudfoot 2000; Reed 2003). A medida que cada 
proceso ocurre, el mRNA experimenta la unión y el recambio de distintos 
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factores hasta formar un mRNP maduro para su exportación hacia el 
citoplasma. Las proteínas que se unen al mRNA y que forman al mRNP definen 
el destino y la localización citoplasmática del complejo exportado (Forget & 
Chartrand 2011). Aunque cada uno de los procesos involucrados en la 
maduración del mRNA fueron identificados y estudiados de manera 
independiente, durante el último tiempo se ha demostrado la coordinación e 
interdependencia entre cada uno de ellos. El primer procesado del pre-mRNA 
ocurre luego de la síntesis de los primeros 20 a 30 nucleótidos, ocasión en la 
que se agrega la caperuza 5' de manera co-transcripcional. Este evento 
determina la estabilidad del mRNA debido a la protección que otorga la 
caperuza frente a la degradación en sentido 5' a 3', asimismo, la caperuza 
estimula el splicing, el procesamiento 3', la exportación del mRNA y su 
traducción (Lewis et al. 1995). 
 Los primeros estudios realizados para entender el mecanismo de 
splicing entregaron evidencias que este proceso se lleva a cabo durante la 
transcripción, debido a que parte importante de la maquinaria de procesado 
(esplicesoma) se ensambla de manera co-transcripcional (Beyer & Osheim 
1988; Lacadie & Rosbash 2005). Sin embargo, el momento en el que ocurre el 
reclutamiento de la maquinaria de splicing es diferente entre distintos genes, e 
incluso en ocasiones termina cuando la transcripción ya ha finalizado (Moore et 
al. 2006). Por otro lado, estudios realizados a nivel genómico mediante ChIP-
on-Chip corroboraron que la unión del componente del espliceosoma U1 ocurre 
de manera co-transcripcional, mientras que la unión de los componentes U2 y 
U5 depende de la longitud del exón que sigue al intrón (revisado en(Komili & 
Silver 2008). Es decir, cuando el exón que sigue al intrón es de una longitud 
pequeña, la transcripción termina antes que ocurra la unión de los 
componentes U2 y U5, por lo que en algunos genes el splicing terminaría de 
manera post-transcripcional (Tardiff et al. 2006). A pesar de estas evidencias, 
trabajos recientes indican que el splicing de la mayoría de los genes ocurre 
durante la elongación transcripcional independiente del tamaño del exón que 
sigue al intrón, mediante pausas de la RNA Pol II que permiten el reclutamiento 
de los factores necesarios para terminar el proceso de corte y empalme, en un 
evento denominado "terminal exon pausing", momento en el cual la 
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transcripción y el splicing están fuertemente acoplados (Alexander et al. 2010; 
Carrillo-Oesterreich et al. 2010)y revisado en (Andersen & Jensen 2010; 
Carrillo-Oesterreich et al. 2011). Aún así, no todos los genes son procesados 
de manera co-transcripcional, y se piensa que un splicing post-transcripcional 
podría permitir control y regulación de los mRNAs que serán exportados al 
citoplasma (Han et al. 2011). 
 Otro aspecto importante en la coordinación de la transcripción es la 
interacción de los factores necesarios para el procesamiento en 3' con la RNA 
Pol y su presencia en las regiones 5' del gen (Kim et al. 2004a; Licatalosi et al. 
2002). La presencia de estos factores ayuda a coordinar el corte del RNA en 3' 
y la poliadenilación. 
 
i4.2 Coordinación de la regulación génica: mRNA imprinting 
 
 En los eucariontes, la síntesis del mRNA está físicamente separada de 
la traducción y la degradación citoplasmática por la membrana nuclear. El 
destino que sigue cada mRNP luego de su síntesis y ensamblaje está 
determinado por factores que acompañan al mRNA durante todo su ciclo de 
vida. Esto ha sido nombrado como impronta (en inglés imprinting), la cual 
consiste en marcar el mRNA con factores que le acompañan al citoplasma, 
regulando su localización, traducción y degradación (Choder 2011). La 
impronta del mRNA se realiza de diversas maneras. Esta puede ser llevada a 
cabo por subunidades de la RNA Pol II (Goler-Baron et al. 2008), o por 
elementos cis del DNA (Bregman et al. 2011) y por factores trans reguladores 
en el núcleo, además, el mRNA puede experimentar modificaciones 
reversibles, tales como la metilación de adeninas (Fu et al. 2014) las que 
participan en la regulación post-transcripcional y el destino del mRNA durante 
la expresión génica. 
 Las subunidades de la RNA Pol II Rpb4 & Rpb7 forman un complejo que 
interactúa a través de Rpb7 con las otras 10 subunidades de la RNA Pol II 
(Armache et al. 2005). El complejo Rpb4/7 está presente en una mayor 
proporción respecto al núcleo de la RNA Pol II (Rosenheck & Choder 1998). 
Esta observación sugirió que este complejo podría participar en otros procesos 
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celulares independiente del contexto de la RNA Pol II. En efecto, estudios 
realizados con estos factores, demostraron que este complejo participa en la 
elongación (Rosenheck & Choder 1998), el transporte (Farago et al. 2003), 
traducción (Harel-Sharvit et al. 2010) y degradación del mRNA (Goler-Baron et 
al. 2008; Lotan et al. 2005; Lotan et al. 2007). En estos estudios, se demostró 
que el complejo Rpb4/7 es reclutado sobre el mRNA naciente de manera co-
transcripcional y se mantiene unido a este a través de toda su vida, lo cual une 
los procesos que ocurren en el núcleo con los que se llevan a cabo en el 
citoplasma (revisado en(Dahan & Choder 2013). Este complejo fue descrito 
como un nuevo tipo de factores participantes de la regulación de la expresión 
génica, primeramente nombrados como "coordinadores maestros" de la 
regulación génica, pero luego renombrados como "sintegradasas" 
(synthegradases), los que corresponden a factores que están involucrados 
tanto en la síntesis como en la degradación del mRNA, acoplando ambos 
procesos. Se ha propuesto que luego de la degradación del mRNA en el 
citoplasma, el complejo Rpb4/7 vuelve al núcleo, donde participaría de un 
nuevo ciclo de transcripción (Selitrennik et al. 2006). Además, en el mismo 
trabajo se demostró que Rpb4 es necesario para la importación de Rpb7 al 
núcleo y viceversa, lo cual sugiere que para su función coordinadora es 
necesaria la presencia de ambos factores. 
 El imprinting puede ser influido por secuencias cis reguladoras presentes 
en el promotor del gen. Un primer estudio realizado en células humanas 
demostró que el estado estacionario del mRNA del gen de la β-globina es 
afectado por la naturaleza de su promotor, sugiriendo que estos elementos cis 
podrían impactar sobre la degradación del mRNA (Enssle et al. 1993). Estudios 
realizados en S. cerevisiae han demostrado que al cambiar la secuencia 
activadora aguas arriba (Upstream Activating Sequence, UAS) del promotor de 
un gen reportero sin alterar la secuencia transcrita del gen, la cinética de 
estabilidad del mRNA es alterada (Bregman et al. 2011). En el citado trabajo, al 
modificar el UAS del gen reportero por el del gen RPL30, la estabilidad del 
mRNA se alteraba, aproximándose a la del mRNA RPL30. De la misma 
manera, al realizar el mismo cambio, pero por el UAS del gen ACT1, la 
estabilidad del mRNA del gen reportero se asemejaba a la del mRNA de ACT1. 
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Estos resultados sugieren que el promotor posee un papel en la cinética del 
mRNA, comunicando las maquinarias de síntesis y degradación a través de 
marcas que se asocian durante la transcripción y que controlarían el destino del 
mRNA. Asimismo, en este estudio, la presencia de la secuencia de unión del 
factor de trascripción esencial Rap1 en el gen reportero, alteró la cinética de 
degradación del mRNA. La unión de Rap1 al promotor disminuye la estabilidad 
del mRNA sintetizado por este, mientras que su ausencia provoca un aumento 
en esta, lo cual sugiere que Rap1 posee un papel de sintegradasa, ya que 
activa la síntesis y degradación del mRNA del gen reportero. Al mismo tiempo, 
otro trabajo realizado con los genes del ciclo celular SWI5 y CLB2 expuso que 
la cinética de degradación de sus mRNAs depende de la unión del factor Dbf2, 
el cual se une al mRNA de manera co-transcripcional (Trcek et al. 2011), 
demostrando que la estabilidad del mRNA depende del control que ejerce la 
secuencia promotora de los genes sobre los factores reclutados en el mRNA. 
Posteriormente, un estudio en el cual se intercambió la secuencia promotora de 
un grupo de genes de S. cerevisiae por la de un gen de Saccharomyces 
paradoxus, mostró cambios en la cinética de degradación de cada uno de los 
mRNAs estudiados (Dori-Bachash et al. 2012). Además, en el mismo estudio 
se demostró que genes que comparten la secuencia promotora poseen 
también similares cinéticas de degradación del mRNA, incluso en células de 
mamíferos. Todas estas evidencias demuestran que la transcripción y la 
degradación son eventos que están comunicados entre sí mediante la 
incorporación de marcas que impactan sobre el recambio del mRNA y que 
dependen de los elementos presentes en la secuencia reguladoras de los 
genes. 
 Las modificaciones estructurales mediadas por la metilación reversible 
del mRNA están presentes en todos los eucariontes. Esta especie de 
modificaciones son reconocidas por proteínas de unión a RNA que afectan la 
traducción y la degradación del mRNA (Fu et al. 2014). El primer ejemplo de 
metilación reversible del mRNA descubierto es el de N6-metiladenosina 
(m6A,(Jia et al. 2011). En humanos, la proteína YTHDF2 reconoce al mRNA 
metilado, retirándolo desde los sitios de traducción y dirigiéndolo para su 
degradación (Wang et al. 2014). Esto demuestra que la unión de un factor que 
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reconoce una marca en el mRNA afecta su estabilidad y la localización 
(revisado en (Fu et al. 2014). En S. cerevisiae se ha aislado mRNAs-m6A 
durante la esporulación (Bodi et al. 2010) y se ha demostrado que la 
modificación m6A es importante para el recambio rápido del mRNA durante la 
meiosis (Schwartz et al. 2013), en donde un complejo llamado MIS (compuesto 
de las proteínas Mum2, Ime4 y Slz1), metila durante la profase meiótica ciertos 
mRNA en motivos 3' definidos(Agarwala et al. 2012). Las metilaciones son 
identificadas por el factor Mrb1, cuya unión provoca el recambio rápido del 
mRNA. Por otro lado, al inhibir las reacciones de transmetilación utilizando la 
droga 3-deazaadenosina, se ha reportado que el ciclo circadiano de mamíferos 
se alarga debido a cambios en el procesamiento del mRNA de genes 
relacionados con el ciclo (Fustin et al. 2013). Todas estas observaciones 
apuntan a que las modificaciones del mRNA mediadas por metiliaciones 
reversibles poseen un papel importante durante la regulación génica al 
improntar el RNA según las necesidades celulares del momento.  
  
i4.3 Coordinación de la regulación génica: síntesis y degradación del mRNA 
 
 Hace algunos años se pensaba que los mecanismos reguladores de la 
expresión génica eran simples, en los que factores activadores o represores 
constituían los principales actores que encendían o apagaban la maquinaria 
transcripcional para la expresión de los genes. Posteriormente, se verificó que 
cada una de las etapas consecutivas están comunicadas y coordinadas entre 
sí, de manera secuencial. A medida que se han desarrollado nuevas 
tecnologías, se ha vuelto más claro que cada una de las etapas de la expresión 
génica están altamente reguladas por mecanismos complejos que incluso 
regulan y comunican procesos que se llevan a cabo en compartimentos 
separados. Hoy sabemos que elementos estructurales y factores que participan 
en la síntesis del mRNA en el núcleo influyen en su destino citoplasmático, 
fenómeno discutido en el apartado anterior. 
 El nivel del mRNA maduro depende principalmente de dos procesos 
opuestos y separados físicamente entre sí: la transcripción en el núcleo y la 
degradación en el citoplasma. Es de esperar que de alguna manera la 
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maquinaria de síntesis del mRNA sea notificada sobre el nivel de 
funcionamiento de la maquinaria de degradación y viceversa. Para esto, sería 
necesaria la existencia de mecanismos que comuniquen ambos procesos de 
manera bidireccional. 
 Estudios recientes han demostrado que al afectar la síntesis o la 
degradación del mRNA, ocurre una compensación entre ambos procesos, lo 
que sugiere la existencia de un acoplamiento entre ellos. Un primer estudio que 
investigó la coordinación entre ambos procesos, demostró que al comparar dos 
especies de levaduras relativamente lejanas (Sc y Sp), la mayoría de sus 
genes ortólogos tienen niveles de mRNA diferentes. De estos genes, sólo el 
11% posee diferencias en su DR. Alrededor de la mitad de los genes con 
diferencia significativa en degradación poseen cambios en sus tasas de 
transcripción, sugiriendo un acople entre ambos procesos, ya que un parámetro 
se ajusta para compensar el otro (Dori-Bachash et al. 2011). Un fenómeno 
similar fue observado es S. cerevisiae utilizando la técnica de cDTA, el cual 
determina la SR y la DR sin perturbar el metabolismo celular (Sun et al. 2012). 
En este trabajo, al afectar la transcripción mediante una mutación puntual en la 
RNA Pol II, la SR disminuyó. A su vez, la DR también disminuyó, indicando que 
el defecto en transcripción fue compensado disminuyendo la degradación para 
conservar los niveles necesarios de mRNA. En otras palabras, la disminución 
en la síntesis fue compensada con una estabilización de la vida media de los 
mRNAs. En ese mismo estudio, utilizando un mutante nulo para la 
desadenilasa del complejo Ccr4-NOT, la degradación disminuyó, pero además 
la SR también se afectó. Un estudio anterior demostró que el complejo Ccr4-
NOT promueve directamente la elongación, mediante la reactivación de las 
RNAs Pol detenidas en parada transcripcional, de manera independiente al 
mecanismo mediado por TFIIS (Kruk et al. 2011). Esta fue una de las primeras 
evidencias que demostraron que un factor que juega un papel importante en la 
degradación, participa directamente de la síntesis del mRNA. En ese sentido, 
otros estudios extienden el papel del complejo Ccr4-NOT a otras etapas de la 
vida del mRNA, participando en la exportación del mRNA, mediante interacción 
con la maquinaria de exporte (Kerr et al. 2011). Además, el complejo Ccr4-NOT 
interactúa con subunidades del exosoma y del complejo TRAMP, por lo que se 
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ha propuesto que puede estar involucrado en la degradación nuclear del mRNA 
(Azzouz et al. 2009).  
 
 
  
Figura i4. Modelo de piscina para el recambio del RNA. (A) En estado 
estacionario, la tasa de síntesis (SR) está en equilibrio con la tasa de 
degradación (DR), lo que produce un cierto nivel de RNA (RC). Al tocar alguno 
de los procesos, se espera que el equilibrio se rompa y el aporte del otro 
proceso cause un desajuste en los niveles de RNA. Es decir, si afectamos la 
degradación (B), se espera que la síntesis no se detenga y el RNA se acumule. 
Por otro lado, al afectar la síntesis (C), se espera que los niveles de RNA 
disminuyan mediante la desaparición causada por la maquinaria de 
degradación. En este trabajo hemos demostrado que esto no es exactamente 
lo que ocurre con el recambio del RNA. 
A 
B C 
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 Como se mencionó en el apartado i3, en estado estacionario la SR y la 
DR están en equilibrio. Es de esperar que al afectar uno de estos procesos, los 
niveles totales de mRNA maduro varíen (figura i.4). Por lo tanto, si afectamos la 
degradación es probable que la RC aumente, debido a una acumulación de los 
mRNAs. Por otro lado, si afectamos la síntesis, es de esperar que la RC 
disminuya debido a una constante degradación de los mRNAs. Uno de los 
objetivos de este trabajo ha sido estudiar el recambio del RNA durante cuando 
se afecta la síntesis, la degradación o durante cambios en el volumen celular. 
 
 
i4.4 Coordinación de la regulación génica: degradación de proteínas y síntesis 
del mRNA 
 
 El proteosoma es un complejo proteico presente en eucariontes arqueas 
y algunas bacterias, que se encarga de la degradación de gran parte de las 
proteínas. Se encuentran presentes tanto en el núcleo como el citoplasma y 
participan de un importante mecanismo que regula la concentración de las 
proteínas mediante su degradación. Las proteínas que serán degradadas son 
marcadas por la proteína ubiquitina, permitiendo al proteosoma degradar a la 
proteína diana (Voges et al. 1999). Además, el proteosoma tiene un segundo 
papel importante en la célula: regula la localización, la actividad y el nivel de 
TFs específicos, regulando indirectamente la síntesis del mRNA de sus genes 
diana (revisado en(Muratani & Tansey 2003). Estudios a escala genómica han 
acumulado evidencias en relación a la coordinación entre la síntesis del mRNA 
y el metabolismo de las proteínas. Resultados basados en ChIP-on-Chip han 
demostrado que componentes del proteosoma se unen a un largo número de 
genes con una buena correlación a genes altamente transcritos, lo cual 
requiere de una RNA Pol II funcional (Sikder et al. 2006). Además, el perfil de 
unión del proteosoma responde a cambios de la expresión génica, lo cual 
indica que cuando la integridad del proteosoma está comprometida, o cuando 
este está ocupado degradando proteínas, la síntesis del mRNA disminuiría, 
regulando de esta manera el nivel de proteínas disponibles. Además, la síntesis 
de proteínas y la transcripción está coordinada de manera indirecta a través del 
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proteosoma, ya que este se une a los genes de las proteínas ribosomales, 
activando su transcripción (Auld et al. 2006). 
 
i5. Control del metabolismo del RNA con el tamaño celular 
 
 Durante años, se ha estudiado en extenso cuáles son los mecanismos 
por los que se regula la expresión génica. Sin embargo, poco se conoce sobre 
los mecanismos de control global que determinan la tasa a la cual los genes se 
expresan según la condición fisiológica de la célula. El ciclo celular, la 
respuesta al estrés o el metabolismo celular, son eventos fisiológicos que 
necesitan de la expresión coordinada de un amplio número de genes.  
 Cuando el tamaño celular varía, muchos parámetros biológicos deben 
reajustarse para asegurar un correcto funcionamiento. Debido a que la vida 
media del mRNA y proteínas es limitada, hay una constante necesidad de 
reemplazar estas moléculas, y esta demanda cambia cuando las condiciones 
fisiológicas son distintas. Asegurar el número de moléculas necesarias para la 
célula es una tarea fundamental, debido a que su concentración está 
optimizada para llevar a cabo las reacciones bioquímicas (Dill et al. 2011). Así, 
el número de rRNAs, mRNAs y ribosomas, aumenta con el tamaño celular para 
compensar las necesidades metabólicas de acuerdo al tamaño celular 
(revisado en(Mitchison 2003). Sin embargo, no sólo la cantidad de moléculas 
metabólicas se ajustan a una variación del tamaño celular. Tanto el tamaño del 
núcleo (Jorgensen et al. 2007), de la vacuola (Chan & Marshall 2014) y de las 
mitocondrias (Rafelski et al. 2012), incrementan con el tamaño celular. Estas 
observaciones sugieren la existencia de mecanismos que coordinan el tamaño 
de los elementos celulares. 
 A lo largo de la evolución, cuando el tamaño celular se incrementa, una 
manera de aumentar la producción de biomoléculas (RNA, proteínas, etc.) seria 
incrementando el número de copias de los genes. Este es el caso del los genes 
de rRNA, los cuáles poseen un alto número de copias en el genoma para 
satisfacer su alta demanda transcripcional (Kobayashi 2011). Por otro lado, el 
tamaño del genoma es proporcional al tamaño celular de muchos organismos, 
a pesar que gran parte de éste no codifica para proteínas (Cavalier-Smith 
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2005). Sin embargo, esta relación no se cumple en eucariontes con 
diferenciación tisular, en los que células con un genoma idéntico pueden variar 
considerablemente su tamaño.  
 Las estrategias que puede utilizar la célula para asegurar la 
concentración necesaria de biomoléculas podrían estar relacionadas con un 
aumento en el número de copias del genoma, con variaciones a nivel 
transcripcional o con cambios en la estabilidad de las biomoléculas (revisado 
en(Marguerat & Bahler 2012). Algunos estudios realizados en levaduras han 
abordado cómo varían los niveles transcripcionales durante cambios en el 
tamaño celular y la ploidía. Pero estos trabajos se centraron en la cantidad de 
mRNA maduro, en la presencia de RNA Pol o en la transcripción global, sin 
estudiar la transcripción naciente de cada gen (Galitski et al. 1999; Storchova et 
al. 2006; Wu et al. 2010; Zhurinsky et al. 2010). En el estudio realizado por 
Galitski y colaboradores (1999), se identificaron en S. cerevisiae algunos genes 
cuyos niveles de mRNA estaban diferencialmente expresados de acuerdo a los 
cambios de ploidía, lo cual se pensó como una respuesta que la célula realiza 
debido a mecanismos que detectarían el cambio en la dosis génica y el 
contenido de DNA total. Sin embargo, en ese trabajo la cantidad absoluta de 
genes relativos entre sí era constante, y los cambios de expresión detectados 
fueron interpretados como el resultado del cambio del número de copias de 
todos los genes por célula. Mientras que en la investigación realizada por 
Storchova y colaboradores (2006), utilizando un conjunto de cepas de S. 
cerevisiae con distintas ploidías, los autores encontraron que el tamaño celular 
y la ploidía escalan de manera proporcional. 
 Por otro lado, Zhurinsky y colaboradores (2010), investigaron el efecto 
que tienen la proporción DNA-proteína sobre la transcripción global en 
diferentes mutantes de S. pombe relacionados con tamaño y ciclo celular. Ellos 
encontraron que las células con un cambio de hasta dos veces de tamaño 
respecto a una cepa silvestre, regulan la transcripción global para mantener 
tasas de transcripción similares por proteína de acuerdo al contenido de DNA. 
En base a estos resultados, los autores propusieron la existencia de 
mecanismos de control global entre el tamaño celular y la expresión génica.  
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 En la investigación realizada por Wu y colaboradores (2010), se utilizó 
una aproximación de estudio genómico basada en RNA-Seq para analizar los 
niveles de mRNA en cepas de S. cerevisiae haploides y tetraploides. Sus 
resultados fueron similares a los estudios previos basados en microarrays, pero 
la mayor sensibilidad del RNA-Seq permitió la identificación de un mayor 
número de genes diferencialmente expresados. El grupo de genes identificado 
posee un enriquecimiento en categorías funcionales relacionadas con el 
tamaño y superficie celular. De acuerdo a esto, los autores concluyeron que las 
diferencias de expresión encontradas entre la cepa tetraploide y haploide se 
deben a las diferencias de tamaño y no a su diferencia en el contenido de DNA. 
Sin embargo, en S. cerevisiae se desconoce la existencia de mecanismos que 
regulen y coordinen el recambio del mRNA con el tamaño celular. 
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El recambio global del RNA está regulado por mecanismos que 
comunican la degradación y la síntesis del RNA de manera bidireccional. Se 
espera que al alterar la transcripción, la degradación o el volumen celular, la 
célula adapte su expresión para mantener los niveles del RNA mediante 
reajustes del recambio. 
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El objetivo principal de esta tesis se centra en demostrar la existencia de 
mecanismos de comunicación bidireccionales durante el recambio del RNA en 
S. cerevisiae. Utilizando cepas mutantes para factores implicados en la síntesis 
y degradación del mRNA, así como cepas con diferente volumen celular, 
estudiaremos el recambio del RNA de acuerdo a los siguientes objetivos 
específicos: 
1. Determinar a escala genómica la tasa de transcripción, la concentración y la 
estabilidad del mRNA en cepas mutantes para factores relacionados con la 
síntesis y degradación del mRNA. Usaremos la técnica Genomic Run-On para 
estudiar el recambio del RNA a escala genómica. 
2. Estudiar la distribución de la RNA Pol II total y activa mediante la técnica de 
RPCC en cepas mutantes para factores relacionados con la síntesis y 
degradación del mRNA. 
3. Caracterizar el recambio del RNA en cepas con diferentes volúmenes 
celulares. 
4. Identificar categorías de ontología génica y genes diferencialmente 
expresados en cada conjunto de datos. 
5. Comparar nuestros resultados con los publicados por otros grupos de 
investigación, basados en tecnologías distintas. 
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m1. Cepas de levadura 
Para desarrollar este estudio, se utilizaron las siguientes cepas de la levadura 
S. cerevisiae, todas con un fondo genético derivado de la cepa silvestre S288c. 
Tabla m1. Cepas de S. cerevisiae utilizadas en este estudio. 
Cepa genotipo Característica Ploidía Procedencia 
BY4741 MAT a, leu2Δ, his3Δ, met15Δ, ura3Δ Silvestre n Euroscarf 
BY4743 MAT a/α, his3Δ, leu2Δ, LYS, MET, ura3Δ Silvestre 2n Euroscarf 
YMC458 MAT a, ade2Δ, ura3-52, XRN1 Silvestre n M. Choder 
YMC461 MAT a, ade2Δ, ura3-52, xrn1-D208A xrn1D208A n M. Choder 
YMC511 MAT a, ade2Δ, ura3-52, xrn1Δ::URA3  xrn1Δ n M. Choder 
Y04613 MAT a, his3Δ, leu2Δ, met15Δ; ura3Δ; rai1Δ::kanMX4 rai1Δ n Euroscarf 
Y06214 MAT a, his3Δ, leu2Δ, met15Δ; ura3Δ; upf1Δ::kanMX4 upf1Δ n Euroscarf 
Y05312 MAT a, his3Δ, leu2Δ, met15Δ; ura3Δ; sfp1Δ::kanMX4 sfp1Δ n Euroscarf 
Y01285 MAT a, his3Δ, leu2Δ, met15Δ; ura3Δ; rpb4Δ::kanMX4 rpb4Δ n Euroscarf 
Y04411 MAT a, his3Δ, leu2Δ, met15Δ; ura3Δ; dst1Δ::kanMX4 dst1Δ n Euroscarf 
PY4993 MAT a/α, ura3Δ, leu2Δ, his3Δ, MET15, LYS2 Silvestre 2n D. Pellman 
PY4997 MAT a/a/α, ura3Δ, leu2Δ, his3Δ, MET15, LYS2 Silvestre 3n D. Pellman 
PY4996 MAT a/a/α/α, ura3Δ, leu2Δ, his3Δ, MET15, LYS2 Silvestre 4n D. Pellman 
BQS2006 MAT* ura3Δ, leu2Δ, HIS3, MET15, lys2Δ cln3Δ n Este estudio 
JCY0704 MAT a, ura3Δ, his3Δ, leu2Δ, met15Δ, whi5Δ::kanMX4 whi5Δ n JC. Igual 
*tipo de apareamiento desconocido. Cepa haploide derivada de la esporulación de Y30366 (EUROSCARF) 
 
m2. Medios de cultivo y condiciones de crecimiento 
 Todas las cepas fueron crecidas a 28ºC con una agitación de 190 rpm 
en medio de cultivo líquido YPD (“Yeast Extraxt Peptone Dextrose”: 1% de 
extracto de levadura, 2% de peptona y 2% de glucosa), el cual fue autoclavado 
para su esterilización durante 20 min a 121ºC. Alternativamente, se utilizó un 
medio sólido de YPD en placas de Petri plásticas, para mantener las cepas 
entre experimentos, preparado añadiendo un 2% de agar antes de autoclavar 
el cultivo. 
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m3. Caracterización de las cepas de S. cerevisiae 
 Para determinar el número de células por mL y el volumen celular en 
fase exponencial de crecimiento (OD600 cercana a 0.5 unidades), se utilizó un 
equipo Coulter (Beckman-Coulter Z1). Alícuotas de 30 µL de cultivo fueron 
resuspendidas en aproximadamente 5 mL de Isoton III (Beckman-Coulter). La 
suspensión de células fue sonicada 3 veces durante 1 seg para separar 
agregados celulares. El equipo fue utilizado con los parámetros por defecto que 
posee al encenderse. Se consideró la mediana de la distribución de tamaños 
como el volumen celular, mientras que el número de células por mL fue 
obtenido desde el valor resultante de la sustracción del número de cuentas 
menos el valor del blanco realizado previo al recuento, multiplicado por el factor 
de dilución.  
 El tiempo de duplicación generacional fue determinado midiendo la 
OD600 a lo largo del tiempo. Este fue calculado desde de la recta de una 
representación de la OD600 en log2 contra el tiempo del cultivo en horas. El 
inverso de la pendiente de la recta corresponde al tiempo de duplicación 
generacional. 
 El contenido de DNA de la población fue estudiado utilizando un 
citómetro MUSE Cell Analyzer (Millipore), mediante tinción con Yoduro de 
Propidio (YP), según los parámetros ajustados para determinación del ciclo 
celular. Aproximadamente, se recogieron 106 células, que fueron fijadas en 1 
mL de Etanol frío al 70% y almacenadas a 4ºC hasta su tinción. Para la tinción 
con YP, se eliminó el etanol y las células se resuspendieron en 0.5 mL de 
citrato sódico 50 mM (Panreac). Debido a que el YP se une a todos los ácidos 
nucléicos, se eliminó el RNA incubando con 2 µL de RNAsa (10 mg/ mL), 
durante al menos 2 horas a 37ºC. Luego, se añadieron 0.5 mL de citrato sódico 
50 mM y 3 µL de YP (1mg/ mL, SIGMA, P4864). Las células se tiñeron en 
oscuridad durante 48 horas a 4ºC. Antes de la medición en el citómetro, las 
células se sonicaron con 4 pulsos de 7 seg a intensidad baja, utilizando un 
sonicador Bioruptor (Diagenode).  
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m4. Visualización de vacuolas y determinación de su volumen 
 Para estudiar el tamaño de las vacuolas en diferentes cepas de S. 
cerevisiae, se utilizó el compuesto quinacrina (Sigma-Q3251). Este compuesto 
ha sido utilizado para estudiar vacuolas debido a que cruza las membranas por 
difusión y se acumula en los compartimentos ácidos (Weisman et al. 1987, 
Hughes & Gottschling, 2012). Puede ser observado mediante microscopía 
fluorescente, ya que posee un rango de excitación-emisión cercano al de la 
fluoresceína y de la proteína verde fluorescente (GFP).  
 Nuestro protocolo es una modificación del descrito en el trabajo de 
Hughes & Gottschling (2012). Para la tinción de las células se recogieron 1 mL 
de células en fase exponencial crecidas en YPD, las que fueron lavadas con 
sorbitol 1 M pH neutro (ajustado con fosfato disódico 1 M). Las células fueron 
recogidas y resuspendidas en 1 mL de YDP pH neutro, ajustado con fosfato 
disódico 1 M. Se mantuvieron las células durante 10 min a temperatura 
ambiente y luego se agregó 10 µL de quinacrina 20 mM, preparada en el 
momento del experimento. Las células fueron teñidas durante 10 minutos a 
temperatura ambiente y oscuridad. Luego se recogieron y lavaron 2 veces con 
1 mL de sorbitol 1 M pH neutro, resuspendiéndose para su observación en 20 
µL de sorbitol 1M pH neutro. Se tomaron 2 µL de células teñidas para su 
observación en un microscopio de fluorescencia Axio Imager Z1 (Zeiss). Para 
cada cepa, se tomaron al menos 20 imágenes de fluorescencia y DIC del 
mismo campo visual. De las imágenes, se analizaron entre 100 a 300 células, 
dependiendo de la calidad de la tinción obtenida por quinacrina. El área de las 
células y de las vacuolas fue cuantificada utilizando el software de 
procesamiento de imágenes ImageJ (http://imagej.nih.gov/ij/), cuantíficándose 
el valor de cada área en número de píxeles. Se tomó el valor de la mediana de 
cada área y se comparó con el volumen celular conocido para cada cepa. Así, 
asumiendo una forma esférica, el área celular en píxeles fue extrapolada al 
volumen celular conocido, y a su vez, por una regla de tres, se estimó el 
volumen vacuolar de la siguiente manera:  
volumen vacuola = (área vacuola * volumen celular) / área celular 
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m5. Extracción de RNA 
 El RNA se obtuvo siguiendo el protocolo de extracción fenólica (Köhrer 
and Domdey, 1991). Se recogieron por centrifugación las células de 20 mL de 
cultivo en fase exponencial y se congelaron en nitrógeno líquido durante 5 min 
y luego se almacenaron a -20ºC hasta su utilización. Las células se 
descongelaron en hielo y se resuspendieron en 500 µL de tampón LETS (0.1 M 
LiCl, 10 mM EDT, 0.2% SDS y 10 mM Tris-HCl pH 7.4). La suspensión se 
traspasó a tubos de cierre rosca de 2 mL que contenían 500 µL de fenol ácido y 
cloroformo (5:1) y 200 µL de perlas de vidrio. Las células se rompieron 
utilizando un FastPrep-24 (MP Biomedicals) con 3 pases a intensidad de 5.5 
durante 30 seg con intervalos de 1 min. Luego la suspensión se centrifugó 
durante 10 min a 4ºC a 12000 rpm (centrifuga Eppendorf 5415R). Se recuperó 
el sobrenadante y este se sometió a un segundo pase de fenol ácido y 
cloroformo. La fase acuosa fue traspasada a tubos eppendorf de 1.5 mL que 
contenían 500 µL de cloroformo-isoamílico (24:1). La fase acuosa recuperada 
fue precipitada más de 3 horas a -20ºC en tubos eppendorf de 1.5 mL, a los 
que se les agregó 1 mL de etanol frio al 96% y un décimo de volumen de 
acetato sódico 3M. Posteriormente, el etanol fue separado del RNA precipitado 
centrifugando durante 15 min a 4ºC y 12000 rpm. Se eliminó el etanol y el RNA 
se lavó con etanol frio al 70%. Los residuos de etanol se evaporaron durante 10 
min a 40ºC usando un Thermomixer comfort (Eppendorf). El RNA seco se 
resuspendió en 50 µL de agua miliQ autoclavada para RNA. La integridad del 
RNA se determinó por electroforesis en gel de agarosa al 1% utilizando tampón 
TAE 1X (1 mM EDTA, 40 mM Tris-Acético pH 8), y la cantidad de RNA total 
extraída se cuantificó utilizando un NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). 
m6. Northern blot 
 El RNA se analizó utilizando un gel desnaturalizante compuesto de 
agarosa al 1%, tampón MOPS 1X (20 mM MOPS, 4 mM acetato sódico, 1 mM 
EDTA, pH 7) y 6.6% de formaldehido. En cada pocillo del gel se cargó 15 µg de 
RNA previamente resuspendidos en 13 µL de una mezcla de 1.3 µL de MOPS 
10X, 2.7 µL de forlmaldehído al 37%, 6.7 µL de formamida y 3 µL de tampón de 
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carga de electroforesis (0.25% de azul de bromofenol y 30% de glicerol), a la 
cual se agregó bromuro de etidio (Thermo Scientific #17896, 0.625mg/mL) en 
relación 9:1. Antes de cargar el RNA en el gel, la mezcla se calentó durante 15 
minutos a 65ºC y luego se enfrió en hielo. Además, el gel fue pre-migrado 
durante 5 minutos a 70V.  
 Con las muestras cargadas, el gel fue migrado durante 1 min a 110V y 
luego durante 3 horas a 70V. Para normalizar la carga de RNA de cada pocillo, 
se fotografío mediante transiluminación con UV (GelDoc XR, Biorad) la 
migración del rRNA 18S y 28S. El RNA separado se transfirió por capilaridad 
durante una noche desde el gel hacia una membrana de nylon Hybond-XL (GE 
Healthcare) utilizando el tampón SSC 6X (0.9 NACl y 90 mM citrato sódico) 
para favorecer la migración del RNA. Luego, las membranas fueron secadas 
durante al menos 1 hora a temperatura ambiente para posteriormente fijar las 
muestras transferidas, entrecruzándolas por medio de luz ultravioleta en un 
transiluminador GS GeneLinker (Biorad) a 50 mJ de potencia.  
m7. Cuantificación de la concentración de mRNA 
 El cálculo genómico de RC requiere ajustar el valor global por la 
[mRNA]. Es decir, los datos genómicos para la RC deben ser corregidos 
globalmente por la [mRNA] relativa a una cepa silvestre. La determinación de la 
[mRNA] se realizó por dos aproximaciones distintas:1) dot blot contra las colas 
poliadeniladas y 2) determinación de la proporción de mRNA desde 
electroferogramas obtenidos mediante Experion (Biorad). Ambas metodologías 
permiten determinar la proporción entre el mRNA y el RNA total de una 
muestra. Para determinar la [mRNA] es necesario multiplicar la relación 
(mRNA/RNA total) por la [RNA total], es decir, la relación (RNA total / volumen 
celular), determinada desde extracciones independientes de RNA total y 
cuantificaciones del volumen celular, en donde el volumen celular corresponde 
al número de células por mL multiplicado por el volumen que posee cada célula 
(tabla c3.1). 
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m7.1. Determinación de RNA poliadenilado mediante dot blot 
 Para la determinación de la concentración de mRNA mediante dot blot, 
se depositaron muestras de RNA total sobre una membrana de nylon Hybond-
XL (GE Healthcare), utilizando un robot de impresión BioGrid (BioRobotics). La 
muestras fueron tomadas por el robot desde una placa de 384 pocillos, en la 
cual se cargaron diluciones de aproximadamente 250, 125 y 75 ng/µL de cada 
muestra de RNA total. La cantidad de RNA total cargada en la placa fue 
comprobada cuantificando el RNA total mediante NanoDrop. El RNA 
depositado por el robot se entrecruzó con la membrana de nylon mediante el 
programa C-L de un GS GeneLinker (Biorad). La sonda para determinar la 
cantidad de RNA poliadenilado depositada en la membrana fue el oligo(dT)40 
marcado en su extremo terminal por la acción de la enzima polinucleótido 
kinasa (Roche, 10 U/ µL) en presencia del nucleótido radioactivo γ32P-ATP 
(Perkin Elmer). Las membranas de dotblot fueron hibridadas con la sonda 
radioactiva a 42ºC durante 24 horas en disolución de hibridación (Tampón 
fosfato 0.5M pH 7.2, EDTA 1 mM, SDS 7%), luego lavadas y expuestas frente a 
pantallas IP (BAS-IP MS 2025, Fujifilm). La adquisición de las imágenes se 
realizó utilizando un Phosphoroimager FLA 3000 (Fujifilm) y su cuantificación 
se realizó utilizando el programa ArrayVision (Imaging Research). La intensidad 
de la señal cuantificada fue utilizada como cantidad de RNA poliadenilado de 
cada muestra, dividiéndose esta por el valor de RNA total de cada pocillo. La 
proporción (mRNA / RNA total) obtenida fue multiplicada por el valor de (RNA 
total / volumen celular) determinada desde extracciones de RNA total y 
determinaciones de volumen celular (Coulter), determinándose así la [mRNA]. 
m7.2. Cuantificación de mRNA mediante Experion 
 La cuantificación de mRNA mediante el equipo Experion se realizó 
utilizando el kit Experion RNA StdSens (Biorad) según el procedimiento 
indicado por el fabricante. El rango de concentración de RNA total de las 
muestras cargadas fue de entre 0.025 y 0.5 µg/µL. Luego de analizar cada 
muestra, se determinó el área bajo la curva de los electroferograma obtenidos, 
entre los picos correspondientes al rRNA 5S y 18S (figura m1). Para estimar la 
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relación (mRNA/RNA total), el área determinada desde el electroferograma se 
dividió por la intensidad de fluorescencia del pico de rRNA 28s. La proporción 
(mRNA / RNA total) obtenida fue multiplicada por el valor de (RNA total / 
volumen celular) determinada desde extracciones de RNA total y 
determinaciones de volumen celular (Coulter), obteniéndose así la [mRNA]. 
 
 
Figura m1. Electroferograma de una muestra de RNA total analizada por 
Experion.La figura muestra la intensidad de fluorescencia detectada mediante 
Experion a través del tiempo. El primer pico de la izquierda corresponde al 
marcador de peso, luego las regiones entre los 23 y 27 segundos corresponden 
al tRNA y 5S rRNA, mientras que los picos entre 39 a 40 y 43 a 44 segundos 
corresponden al rRNA 18S y 28S. El área marcada en gris contiene 
principalmente el mRNA de la muestra. 
m.8. Genomic Run On: Determinación de la síntesis del mRNA y de los   
niveles de mRNA maduro a escala genómica 
 Para determinar las tasas de transcripción naciente (nTR) y la 
concentración de mRNA maduro (RC) a escala genómica se utilizó la 
metodología llamada “Genomic Run-On” (GRO, García-Martínez el al, 2004). 
Este método permite medir la densidad de polimerasas elongantes mediante la 
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incorporación de un nucleótido radioactivo en los mRNAs nacientes producidos 
por las RNA polimerasas activas. A su vez, utilizando una alícuota del mismo 
cultivo, es posible determinar la concentración de mRNA para cada gen (RC). 
Cómo se describió en el aparatado 3 de la introducción, suponiendo un estado 
estacionario en que la tasa de degradación es igual a la tasa de transcripción 
(SR = DR), y estas a su vez son proporcionales al producto de la cantidad de 
mRNA y una constante cinética de degradación kd (DR= kd * RC), utilizando los 
datos de GRO corregidos por el volumen celular (SRap) y los datos de RC se 
determinó la estabilidad del mRNA (RSind = RC / SRap). 
 Todos los experimentos fueron realizados desde réplicas biológicas en 
triplicado, y se tomó como resultado el valor obtenido de la media normalizada 
estadísticamente por Median Absolute Desviation (MAD) utilizando el software 
ArrayStat. Sólo los datos que superaron en un 30% el fondo local de cada 
macroarray fueron considerados como válidos. Los macroarrays utilizados 
durante esta tesis corresponden a la versión 10 de fabricación, con un número 
de acceso en la base de datos GEO (Gene Expression Omnibus) GPL13620. 
Una descripción más detallada del protocolo de GRO fue publicada en García-
Martínez y colaboradores (2011). 
m8.1. Determinación genómica de la concentración del los mRNAs 
 Para determinar las concentraciones de mRNA a nivel genómico (RC), 
se tomó una alícuota de 20 mL de un cultivo en fase exponencial se recogieron 
las células por centrifugación y se congelaron en nitrógeno líquido durante 5 
min. Luego, la muestra fue almacenada a -20ºC hasta su utilización. Desde 
estas muestras se extrajo RNA total, desde el cual se tomaron 100 µg, los que 
fueron limpiados utilizando columnas de limpieza Quiaquick (Quiagen), según 
las instrucciones del fabricante. El RNA limpio se retrotranscribió a cDNA 
utilizando por muestra 1 µL de oligo d(T)15VN (500 ng/ µL), 1 µL de inhibidor de 
RNasas (RNase OUT, Invitrogen), 3 µL de DTT 0.1 M, 1.5 µL de mezcla de 
dNTPs (16 mM de dATP, dGTP, dTTP y 0.1 mM de dCTP) y 1 µL de enzima 
retrotranscriptasa SuperScrypt II (200 u/µL, Invitrogen), en presencia de 4 µL 
del nucleótido radioactivo 33P-dCTP (3000 Ci/mmol, Hartman). Las muestras 
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fueron incubadas durante 1 hora a 42ºC, para luego detener la reacción 
añadiendo 1 µL de EDTA 0.5 M. El volumen de la reacción fue llevado hasta 
100 µL y los nucleótidos no incorporados fueron eliminados utilizando una 
columna de exclusión molecular illustra ProbeQuant G-50 Micro Collumns (GE 
Healthcare). 
 Las muestras marcadas se hibridaron en macroarrays de DNA (Alberola 
et al, 2004) durante 48 horas según el procedimiento indicado en el apartado 
m8.3.  La señal cuantificada desde los macroarrays fue corregida utilizando la 
concentración de mRNA determinada según el apartado m7, ajustando la 
mediana de la RC de cada cepa según su desviación respecto a la [mRNA] de 
la cepa silvestre. 
m8.2. Determinación genómica de la síntesis del mRNA Run-On a escala 
genómica 
 Del mismo cultivo desde donde fue tomada la alícuota para determinar la 
RC, se tomó otra para estimar la tasa de transcripción a nivel genómico 
mediante GRO (García-Martínez et al. 2004).  
 Para experimentos comparativos, es necesario que el volumen de cultivo 
tomado para realizar el Run-On posea el mismo número de células entre cepas 
de distinto tamaño, con el fin de utilizar equivalente número de unidades 
transcripcionales entre cada ensayo. Por lo tanto, para cultivos que para un 
mismo número de células tienen distinta OD600 (por ejemplo, por tener distinto 
tamaño celular), el volumen de cultivo tomado fue corregido para mantener 
aproximadamente la misma cantidad de células durante el pulso de elongación 
de Run-On. En general, se utilizan alrededor de 5x108 células por reacción de 
Run-On. 
 Las células se recogieron por centrifugación y se permeabilizaron en 20 
mL de detergente Sarkosil al 0.5% (Sigma, L9150). Alternativamente, las 
células recogidas se congelaron en nitrógeno líquido durante 5 min y se 
almacenaron a -20ºC hasta su uso, descongelándolas directamente con 20 mL 
de Sarkosil al 0.5%. Luego de permeabilizadas, las células se recogieron y se 
resuspendieron en 1 mL de Sarkosil. Luego, se traspasaron a un tubo de 1.5 
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mL y el detergente se eliminó centrifugando durante 1 min a 6000 rpm 
(Eppendorf, Centrifuge 5415 D). En general, las células se resuspendieron en 
115 µL de agua estéril, volumen que debe ser ajustado si la cepa posee un 
volumen distinto al de una cepa silvestre (por ejemplo, para una cepa del doble 
de tamaño que la cepa silvestre BY4741, las células se resuspendieron en 92 
µL de agua estéril). Para el pulso de Run-On se agregaron 162 µL de mezcla 
de transcripción: 120 µL de tampón de transcripción 2.5x (50 mM Tris-HCl pH 
7.7, 500 mM KCl, 80 mM MgCl2), 16 µL de rNTPs (ATP, CTP y GTP mix 10mM 
de cada nucleótido), 6 µL DTT 0.1M y 20 µL de α-33P-UTP (10 µCi/µL). La 
mezcla se incubó durante 5 min a 30ºC en un Thermomixer comfort 
(Eppendorf) con 600 rpm de agitación. Transcurrido el tiempo, el Run-On se 
detuvo agregando 1 mL de agua fría, se recogieron las células y se eliminó el 
sobrenadante. Luego, se extrajo el RNA total siguiendo el protocolo 
previamente descrito en el apartado m5. El RNA se disolvió en 300 µL de agua 
libre de RNasas, utilizando una temperatura de 40ºC durante 30 min con 
agitación. La incorporación de radioactividad en las moléculas de RNA 
sintetizadas durante el Run-On se estimó utilizando diluciones de 1:100 de las 
muestras extraídas (2 µL del RNA extraído diluido en 198 µL de agua), 
cuantificándose la radioactividad de 5 µL de la dilución mediante un contador 
de centelleo TriCarb (Perkin Elmer). La cantidad de RNA total extraída se 
determinó cuantificando la absorbancia a 260 nm de la dilución 1:100 mediante 
un Biophotometer (Eppendorf).  
 Las muestras marcadas se hibridaron en macroarrays de DNA (Alberola 
et al, 2004) según el procedimiento indicado en el apartado m8.3.   
m8.3. Hibridación de las muestras en los macroarrays de DNA 
 Antes de hibridar las muestras marcadas radioactivamente, los 
macroarrays utilizados fueron pre-hibridados con 5 ml de disolución de 
hibridación (Tampón fosfato 0.5M pH 7.2, EDTA 1 mM, SDS 7%) durante al 
menos 30 min a 65ºC en una estufa de agitación rotatoria (Techne, Roller Blot 
Hybridiser HB-3d). Luego, se retiró la disolución usada y se reemplazó por 3 
mL de disolución de hibridación nueva, a la que se le agregó las muestras 
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marcadas radioactivamente. La hibridación se realizó a 65ºC durante 40 a 48 
horas en una estufa de agitación rotatoria (Roller blot, TECHNE). Al terminar el 
tiempo de hibridación, las muestras fueron retiradas y los macroarrays fueron 
lavados durante 10 min a 65ºC con disolución de lavado 1 (SSC 1X, SDS 0.1) y 
dos veces durante 10 min a 65ºC con la disolución de lavado 2 (SSC 0.5X, 
SDS 0.1%). Los macroarrays fueron sellados en plástico y expuestos frente a 
pantallas IP durante 2 a 7 días según la intensidad de señal de radioactividad 
hibridada en el macroarray, conservando el mismo tiempo de exposición para 
las diferentes muestras de un mismo experimento. La señal capturada por las 
pantallas se adquirió utilizando un equipo Phosphoroimager FLA3000 (FUJI). 
Terminada su exposición a las pantallas IP, los macroarrays fueron limpiados 
de la muestra hibridada mediante 2 a 3 pases de disolución de limpieza 
(tampón fosfato sódico 5mM pH 7, SDS 0.1%) hirviente durante 15 minutos. 
m8.4. Determinación de la distribución de las RNA Polimerasas activas en 
3' o 5' de un conjunto de genes 
 Una variación de la técnica de GRO utilizada fue la aproximación 3’/5’, la 
cual permite determinar la presencia de polimerasas activas en los extremos 3’ 
o 5’ de una selección de genes (Alfonso Rodríguez-Gil et al, 2010). Para tales 
efectos se utilizó un macroarray de DNA diseñado con los extremos 3’ y 5’ de 
384 genes seleccionados. La metodología de Run-On es similar a la descrita 
en el apartado m8.2, salvo que el RNA marcado se resuspendió en 100 µL de 
agua y fue fragmentado con 25 µL de hidróxido de sodio 0.2 N durante 5 min 
en hielo. Luego, se neutralizó el pH utilizando 25 µL de ácido clorhídrico 0.2 N. 
Los fragmentos obtenidos por la digestión parcial del mRNA marcado se 
hibridaron siguiendo el protocolo anteriormente descrito para GRO en el 
apartado m8.3. Los macroarrays utilizados en este protocolo corresponden a 
una versión especial de fabricación, llamada 3'- 5', con un número de acceso 
para la plantilla en la base de datos GEO (Gene Expression Omnibus) 
GPL16503. 
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m8.5. Mini-GRO 
 El Mini-GRO consiste en un Run-On a pequeña escala que permite 
determinar la tasa de transcripción global realizada por las tres RNA 
Polimerasas simultáneamente. La metodología es similar a la descrita en el 
apartado m8.2 para GRO, con la diferencia que la reacción de Run-On se 
realiza a menor escala y la incorporación radioactiva es cuantificada 
directamente en un contador de centelleo. Para cada experimento, se utilizó 3 
mL de cultivo celular en fase exponencial. Estas se recogieron y se congelaron 
en nitrógeno líquido y se almacenaron a -20ºC hasta su utilización. Para 
realizar el Run-On, las células fueron permeabilizadas utilizando Sarcosil 0.5% 
(Sigma, L9150), recogidas inmediatamente, eliminado todo el detergente 
Sarcosil y resuspendidas en 7.2 µL de agua estéril. Para el pulso de Run-On se 
agregaron 9.9 µL de mezcla de transcripción: 7.5 µL de tampón de 
transcripción 2.5x (50 mM Tris-HCl pH 7.7, 500 mM KCl, 80 mM MgCl2), 1 µL 
de rNTPs (ATP, CTP y GTP mix 10mM de cada nucleótido), 0.66 µL de UTP 
3.3 mM, 0.375 µL DTT 0.1M y 0.34 µL de α-33P-UTP (10 µCi/µL). La mezcla se 
incubó durante 5 min a 30ºC en un Thermomixer comfort (Eppendorf) con 600 
rpm de agitación. La reacción fue detenida agregando 50 µL de agua estéril 
fría. Por cada muestra se deben preparar 3 viales para el recuento en el 
contador de centelleo. Cada vial posee un trozo de papel de fibra de vidrio, al 
cual se le agregó 10 µL de la reacción de Run-On. Los viales con las muestras 
fueron secados a 65ºC durante 30 min. De los 3 viales, 2 fueron sometidos a 
precipitación por TCA (Sigma, T9159) para el recuento de la radioactividad 
incorporada durante el Run-On, mientras que el tercer vial fue utilizado como 
control de la radioactividad total presente en la reacción. 
 La precipitación por TCA se realizó añadiendo 4 mL de TCA frío al 10%, 
incubando durante 20 min a 4ºC. Luego se descartó el TCA y se reemplazó por 
otros 4 mL de TCA frío, incubando por 10 min a 4ºC. El TCA fue reemplazado 
por 3 mL de etanol frío al 70%, incubando las muestras durante 10 min a 4ºC. 
Se eliminó el etanol al 70% y se reemplazó por 3 mL de etanol al 96% frío, 
incubando por 10 min a 4ºC. Finalmente, el etanol fue descartado y los viales 
fueron secados 30 min a 65ºC.  
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 Al conjunto de 3 viales secos se les agregó 5 mL de líquido de centelleo 
(Scharlau, cocktail 22) y la radioactividad de cada muestra fue cuantificada 
mediante un contador de centelleo TriCarb (Perkin Elmer). El porcentaje de 
incorporación del nucleótido radioactivo fue calculado mediante el promedio 
entre las cuentas de DPMs de los viales precipitados por TCA respecto a la 
radioactividad total cuantificada desde el vial que no fue sometido a 
precipitación por TCA. 
m8.6. Marcaje de DNA genómico  
 Para corregir las diferencias entre cada macroarray, se realizó un 
marcaje de DNA genómico (gDNA), el que se hibridó sistemáticamente en los 
mismos macroarrays utilizados para los experimentos de GRO y cDNA. La 
señal obtenida en cada experimento fue dividida por la señal de hibridación de 
gDNA. De esta manera, se corrigió el error de señal que introduce las 
diferencias de impresión durante la fabricación de los macroarrays, al 
normalizar los resultados por la cantidad de sonda depositada para cada gen 
sobre el nylon.  
 Para el marcaje radioactivo de gDNA se utilizó 1 µg de DNA genómico 
como molde (20 µL de una solución 50 ng / µL), el cual fue denaturalizado a 
95ºC durante 5 min y luego puesto a enfriar en hielo durante 5 min. Al gDNA se 
le agregó 6 µL de una mezcla de dNTPs (16 mM de dATP, dGTP, dTTP y 0.1 
mM de dCTP), 15 µL de la mezcla ramdom primer buffer (Ramdom Primers 
DNA Labeling System #18187-013, Invitrogen), 4 µL de agua libre de DNasas y 
1 µL de Klenow fragment (Invitrogen), en presencia de 4 µL del nucleótido 
radioactivo 33P-dCTP (3000 Ci/mmol, Hartman). El volumen final de la reacción 
fue de 50 µL. La reacción fue incubada a 25ºC 1 hora y luego se agregó 5 µL 
de EDTA 0.5 M para detener la reacción. Los nucleótidos no incorporados 
fueron eliminados utilizando una columna de exclusión molecular illustra 
ProbeQuant G-50 Micro Collumns (GE Healthcare). Las muestras fueron 
hibridadas durante 24 horas siguiendo las instrucciones detalladas en el 
apartado m8.3. 
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m9. Estudio directo de la estabilidad del mRNA: shut-off transcripcional 
 Para estimar la estabilidad del mRNA de manera directa, se utilizó la 
droga tiolutina, la cual detiene la transcripción permitiendo seguir a través del 
tiempo la desaparición del mRNA (Pelechano & Pérez-Ortín, 2008). Para cada 
determinación, se recogió una muestra de cultivo en fase exponencial antes de 
agregar la droga. Luego, se agregó tiolutina en una concentración de 5 mg/µL y 
se tomaron muestras a los 5, 12, 25, 45, 60, 90 y 120 minutos. Las muestras se 
congelaron durante 5 min en nitrógeno líquido y luego se almacenaron a -20ºC 
hasta su utilización. Para extraer el RNA se utilizó el protocolo de extracción 
fenólica descrito en el apartado m5. 
 El decaimiento en la cantidad de mRNA de genes individuales a través 
del tiempo se determinó mediante northern blot utilizando sondas marcadas 
radioactivamente con 32P. Las sondas fueron generadas desde amplificados de 
PCR convencional específicos para cada gen estudiado, los que fueron 
marcados radioactivamente utilizando el kit Amersham Ready To Go DNA 
Labelling Beads (-dCTP) (GE Healthcare), según las indicaciones del 
fabricante. El marcaje se realizó a 37ºC durante 1 hora, y la radioactividad no 
incorporada fue eliminada utilizando columnas de purificación illustra 
ProbeQuant G-50 Micro Collumns (GE Healthcare), según las instrucciones del 
fabricante. 
 El decaimiento del mRNA a escala genómica se determinó 
retrotranscribiendo el mRNA a cDNA mediante reacción enzimática utilizando 
oligo-dT(15VN) como cebador e incorporando 33P-dCTP (Hartman) en las 
hebras de cDNA sintetizadas, como se describe en el apartado m8.1. El cDNA 
marcado se hibridó en macroarrays siguiendo los pasos descritos en el 
apartado m8.3. El decaimiento del mRNA se ajustó utilizando el decaimiento 
promedio de un grupo de genes determinados por Northen blot presentados en 
la tabla c2.1. Se consideraron como válidos y se utilizaron sólo los valores para 
los genes cuya correlación de Pearson a través del tiempo fuera superior a 0.6. 
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m10. Inmunoprecipitación de cromatina unida a RNA polimerasa II, RPCC 
 La técnica RNA pol II Chip-on-Chip (RPCC) permite la identificación a 
nivel genómico de todas las RNA Pol II presentes en un gen, en estado activo o 
en pausa (Pelechano et al. 2009). Para esto, se tomaron células en fase 
exponencial de crecimiento y se entrecruzó las proteínas y el DNA asociado a 
ellas utilizando formaldehído. Las muestras se sonicaron durante períodos 
cortos de tiempo y los fragmentos obtenidos se inmunoprecipitaron utilizando 
un anticuerpo contra la subunidad Rpb3 de la RNA Polimerasa II (ab81859, 
Abcam), que se acopló a bolitas magnéticas para su precipitación. Los 
fragmentos de DNA obtenidos desde las proteínas inmunoprecipitadas se 
aplificaron por PCR ligada y posteriormente se marcaron radioactivamente con 
33P-d(CTP) en un único ciclo de amplificación. Finalmente, el DNA marcado fue 
hibridado en macroarrays de DNA de la manera descrita anteriormente en el 
apartado m8.3. Por otro lado, se utilizó esta técnica para determinar la 
distribución de polimerasas en las regiones 3’ y 5’ hibridando las muestras 
marcadas en macroarrays diseñados con las regiones 3’ y 5’ de 384 genes 
(Alfonso Rodríguez-Gil et al. 2010). Una descripción detallada del protocolo de 
RPCC fue publicado en García-Martínez y colaboradores (2011). 
m11. Herramientas Bioinformáticas y procesado de los datos genómicos 
m11.1. Análisis de Northern blot para la determinación de la vida media 
del mRNA 
 El análisis y cuantificación de las imágenes obtenidas desde Northen 
blot se realizó utilizando el programa ImageGauge 4.0 (Science Lab 2001, 
Fujifilm). A los datos obtenidos para cada condición se le sustrajo el fondo 
local. La vida media del mRNA fue determinada desde el inverso de la 
pendiente de rectas que representan el log2 del decaimiento de la señal 
cuantificada a través del tiempo. 
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m11.2. Análisis de los datos a escala genómica 
 La adquisición de los macroarrays se realizó utilizando el software 
ArrayVision (Imaging Research). A la intensidad de señal obtenida para cada 
posición de los macroarrays se le sustrajo el fondo local y se eliminó la 
información de las sondas cuya señal no superara en un 30% al fondo local. 
Los triplicados de cada experimento se normalizaron utilizando el programa 
ArrayStat (Imaging Research), mediante un modelo proporcional en escala 
logarítmica, asumiendo condiciones independientes y conservando al menos 2 
réplicas válidas de cada gen. Debido a que en los marcajes radioactivos de 
GRO y cDNA se incorporan nucleótidos distintos (33P-UTP y 33P-dCTP 
respectivamente), la señal obtenida se corrigió por el número de nucleótidos U 
(GRO) y C (cDNA) de cada sonda (García-Martínez et al. 2004). A su vez, la 
mediana de la señal global de cDNA se ajustó por el valor de RC como se 
explica en el apartado m7. Dependiendo del experimento, los datos fueron 
corregidos por la señal de hibridación de marcajes radioactivos de gDNA 
obtenidos como se describe en el apartado m8.5 para disminuir las diferencias 
de hibridación resultantes de la fabricación de los macroarrays. 
 La información obtenida desde la cuantificación de los macroarrays se 
pre-procesó utilizando la hoja de cálculo Excel 2003 (Microsoft) y se analizó 
utilizando el lenguaje de programación estadística R (R Development Core 
Team: http://www.r-project.org), con el cual se realizó una parte importante de 
las figuras de este trabajo. 
 Para la búsqueda y representación de categorías funcionales se utilizó 
diversas herramientas en línea: 1) Fatiscan, del conjunto bioinformático 
Babelomics en su versión 4 (Medina et al, 2010: http://v4.babelomics.org/). 2) 
GOrilla (Eden et al. 2009: http://cbl-gorilla.cs.technion.ac.il/). Además, se utilizó 
la herramienta SAM (Tusher et al. 2001) como alternativa para confirmar los 
resultados obtenidos. Para filtrar las categorías funcionales redundantes se 
utilizó la herramienta REVIGO (Supek et al. 2011: http://revigo.irb.hr/). Los 
diagramas de Venn fueron generados utilizando la herramienta en línea 
BioVenn (Hulsen et al. 2008: http://www.cmbi.ru.nl/cdd/biovenn/). 
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 El propósito de esta tesis ha sido demostrar la existencia de 
mecanismos globales de coordinación durante el recambio del mRNA en S. 
cerevisiae. El trabajo será expuesto en 3 capítulos. Los dos primeros capítulos 
están dedicados a detallar los resultados obtenidos al estudiar a escala 
genómica los parámetros relacionados con el recambio del RNA en cepas 
mutantes para factores implicados en la transcripción y la degradación del 
mRNA. El tercer capítulo se centra en el estudio del recambio del RNA en 
cepas con diferente volumen y ploidía celular, con el objetivo de estudiar sí el 
cambio de volumen celular influye sobre la síntesis del mRNA. 
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CAPÍTULO 1 
Estudio genómico de la tasa de 
transcripción y la estabilidad del 
mRNA de cepas mutantes en 
genes relacionados con la 
transcripción 
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c1.1 Antecedentes 
 Numerosos trabajos han utilizado la técnica de GRO para estudiar la 
tasa de transcripción naciente (nTR) de S. cerevisiae en distintas condiciones 
(Castells-Roca et al. 2011; Garcia-Martinez et al. 2004; Haimovich et al. 2013b; 
Molina-Navarro et al. 2008; Pelechano et al. 2010; Pelechano & Perez-Ortin 
2010). Como se discutió en la introducción, la nTR es conceptualmente distinta 
de la tasa de síntesis del mRNA (SR), que es el parámetro que está en 
equilibrio con la tasa de degradación (DR) en estado estacionario (Perez-Ortin 
et al. 2013b). Sin embargo, una aproximación posible es asumir que el 
procesado y transporte de mRNAs ocurre de forma similar para todos los 
genes. Con tal simplificación y corrigiendo la señal de GRO por el volumen 
celular, es posible estimar la tasa de síntesis aparente (SRap)(Perez-Ortin et al. 
2013b). Estos datos pueden ser utilizados para obtener la estabilidad indirecta 
del mRNA a escala genómica (RSind), sin necesidad de medir la estabilidad del 
mRNA de forma directa (Perez-Ortin 2007; Perez-Ortin et al. 2011). 
 Por estos motivos, se ha utilizado la técnica de GRO para estudiar el 
recambio del mRNA en mutantes para factores relacionados con la 
transcripción. Los factores elegidos fueron Rpb4, Sfp1 y Dst1, cuyos 
parámetros genómicos fueron comparados con la cepa silvestre BY4741.  
 Se escogió el factor Rpb4 debido a que se ha propuesto como uno de 
los principales coordinadores del recambio del mRNA (Harel-Sharvit et al. 
2010). Rpb4 es una de las 12 subunidades de la RNA Pol II y forma un 
heterodímero con la subunidad Rpb7 (Armache et al. 2005). La eliminación de 
Rpb7 es letal para la célula, pero la mutación de Rpb4 sólo es letal en algunas 
condiciones de estrés (Farago et al. 2003; Woychik & Young 1989). En 
comparación a las otras subunidades de la polimerasa II, Rpb4 se encuentra en 
exceso sobre Rpb7. Esto sugiere que la subunidad Rpb4 puede participar en 
otros procesos celulares, independiente de su interacción con Rpb7. Aunque 
no se ha descrito que el factor Rpb4 posea un dominio de unión a RNA, esta 
proteína está involucrada en el reclutamiento de factores necesarios para la 
degradación del mRNA en el citoplasma (Choder 2004; Lotan et al. 2007).  
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 Por otro lado, la proteína Sfp1 es un factor transcripcional que controla la 
expresión de los genes relacionados con la biogénesis del ribosoma (RiBi) 
(Cipollina et al. 2008a; Cipollina et al. 2008b) y de las proteínas ribosómicas 
(RPs) (Jorgensen et al. 2002). En condiciones normales, Sfp1 se encuentra en 
el núcleo unida a los promotores de los genes RPs, estimulando su expresión. 
En condiciones de estrés, la proteína Sfp1 es liberada de los promotores, 
disminuyendo la expresión de los genes RPs. Esto sugiere que Sfp1 posee un 
papel modulador durante la respuesta al estrés (Marion et al. 2004). Además, la 
ausencia de Sfp1 rescata el efecto negativo que produce la eliminación de 
TFIIS durante el estrés transcripcional provocado por drogas que afectan la 
síntesis de nucleótidos, por lo que se piensa que Sfp1 posee un papel 
antagonista a TFIIS, estimulando las pausas de la RNA Pol II (Gomez-Herreros 
et al. 2012). Además, esta proteína puede formar el prion [ISP+], cuya 
presencia no afecta a la expresión de los genes controlados por Sfp1 
(Drozdova et al. 2014). También se ha descrito que Sfp1 participa del control 
de la terminación de la traducción mediante la regulación de los niveles de 
Sup35 (eRF3, factor que posee la forma priónica PSI+,(Drozdova et al. 2013). 
En conjunto, estos antecedentes sugieren que Sfp1 podría participar de 
manera general en la maquinaria responsable de la regulación global de la 
transcripción. 
 Otra proteína participante en la regulación transcripcional es el ya 
mencionado factor de elongación TFIIS (o Dst1), el cual ayuda a la RNA 
polimerasa II a reanudar la transcripción en sitios de parada transcripcional, 
estimulando el corte de los transcritos nacientes (Olmsted et al. 1998). Se ha 
descrito mediante ChIP-on-chip, que la presencia de TFIIS y de la RNA Pol II 
en los genes transcripcionalmente activos correlaciona muy bien a nivel 
genómico, sugiriendo que TFIIS no sólo se recluta en los genes donde la RNA 
Pol II presenta una parada transcripcional, sino que su presencia sería más 
bien de carácter general. Por otra parte, esta correlación fue también 
observada en algunos genes transcritos por la RNA Pol III, sugiriendo que 
TFIIS podría contribuir a la transcripción mediada por la RNA Pol III (Ghavi-
Helm et al. 2008). En condiciones de crecimiento normal, su disrupción no es 
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esencial para la levadura S. cerevisiae (Nakanishi et al. 1992), lo cual sugiere 
que la parada durante la elongación no afecta demasiado la expresión de los 
genes esenciales, o que existe más de un mecanismo para controlar los 
procesos involucrados en la elongación transcripcional (Kruk et al. 2011; Mason 
& Struhl 2005; Reese 2013). Además, se ha descrito que TFIIS es necesario 
para la expresión de los genes que codifican los componentes del ribosoma 
bajo estrés transcripcional (Gomez-Herreros et al. 2012).  
 Es de nuestro interés estudiar a escala genómica qué efectos tiene la 
eliminación de los factores mencionados sobre los procesos globales 
asociados al recambio del mRNA. Cada uno de los factores mencionados 
participa en etapas importantes de la síntesis del mRNA. Su eliminación podría 
entregarnos pistas referentes a la existencia de mecanismos coordinadores 
aún no descritos, que aseguran el mantenimiento de los niveles de mRNA 
necesarios para el correcto funcionamiento de la célula cuando se afecta a 
parte de la maquinaria implicada en la síntesis. 
 
c1.2 Comparación de la nTR de la cepa silvestre BY4741 con la tasa de 
síntesis determinada por otras metodologías 
 La técnica de GRO permitió estudiar por primera vez en un organismo la 
nTR a nivel genómico (Garcia-Martinez et al. 2004; Garcia-Martinez et al. 2011; 
Pelechano et al. 2010). Durante los últimos años, diversas metodologías han 
sido publicadas por otros grupos de investigación para la determinación de la 
síntesis y estabilidad del mRNA (Core et al. 2008; Churchman & Weissman 
2011; McKinlay et al. 2011; Miller et al. 2011; Neymotin et al. 2014; Sun et al. 
2012). La técnica de GRO desarrollada en nuestro grupo de investigación, mide 
las RNA Pol II activas. Otra técnica desarrollada en nuestro laboratorio, 
conocida como RPCC (RNA Pol II Chromatin immunoprecipitation on Chip), 
permite determinar la densidad de las polimerasas unidas a los genes en 
cualquiera de sus estados, dependiendo del anticuerpo utilizado para realizar la 
inmunoprecipitación de la RNA Pol II. Por lo tanto, la comparación entre RNA 
Pol II activas y totales ha entregado resultados interesantes sobre los 
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mecanismos de elongación y terminación de la transcripción (Jordan-Pla et al. 
2015; Pelechano et al. 2010; Rodriguez-Gil et al. 2010). 
 Asumir un estado estacionario para la expresión génica durante el 
crecimiento en fase exponencial (Pelechano & Perez-Ortin 2010), permite usar 
los datos de concentración de mRNA maduro y de tasa de transcripción 
obtenidos por GRO para calcular la estabilidad (RSind) del mRNA de manera 
indirecta (Garcia-Martinez et al. 2004). Como se explicó en la introducción, en 
estado estacionario la síntesis de los mensajeros está en equilibrio con su 
degradación (SR = DR). La degradación sigue una cinética de primer orden 
que depende del producto de una constante de degradación (kd) multiplicada 
por la concentración de mRNA maduro (DR = kd * RC). Desde los datos de RC 
y SRap que nosotros determinamos mediante GRO, se puede calcular la kd, 
cuyo inverso corresponde a la estabilidad del mRNA (RS, del Inglés RNA 
Stability). De esta manera, es posible determinar cualquiera de los 3 
parámetros mientras se conozcan 2 de ellos (Pelechano et al. 2010; Perez-
Ortin et al. 2011). Un ejemplo reciente es el realizado en el estudio de 
Neymotin y colaboradores (2014), en donde se determinó la SR de manera 
indirecta (SRind) a partir de datos genómicos de abundancia de mRNA (Lipson 
et al. 2009) y de valores de kd obtenidos por la metodología que ellos 
desarrollaron, llamada RATE-Seq (Neymotin et al. 2014).  
 Contar con el conjunto de datos genómicos determinados por cada una 
de estas metodologías nos permite por vez primera comparar las diferentes 
técnicas que se han desarrollado para el estudio de la síntesis del mRNA. Los 
datos de nTR obtenidos durante este trabajo para la cepa silvestre BY4741 han 
sido comparados con datos previamente publicados obtenidos mediante las 
metodologías de GRO y RPCC (Pelechano et al. 2010), datos de BioGRO 
(Jordan-Pla et al. 2015), datos de SR obtenidos por DTA (Miller et al. 2011) y 
cDTA (Sun et al. 2012) y datos de SRind obtenidos por RATE-Seq (Neymotin et 
al. 2014). Los primeros 3 conjuntos de datos presentados en la figura c1.1 
(nTR, TR.2010 y BioGRO) reflejan la producción de nuevas moléculas de 
mRNA a partir de RNA Pol II, mientras que el conjunto de datos de RPCC que 
hemos utilizado para la comparación entrega el nivel de RNA Pol II presentes 
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en un gen, debido a que para la detección de la RNA Pol II se utilizó el 
anticuerpo 8WG16, que detecta a la mayoría de las polimerasa independiente 
de su estado (Jones et al. 2004; Komarnitsky et al. 2000). Los últimos 3 
conjuntos de datos (SR.DTA, SR.cDTA y RATEseq) corresponden a marcajes 
metabólicos con compuestos tiolados. Este tipo de técnicas, miden la aparición 
y/o desaparición de moléculas de mRNA en el citoplasma. Por lo tanto, cada 
técnica da cuenta de la síntesis del mRNA desde diferentes aspectos. Estas 
diferencias se ven reflejadas en lo variables que son las correlaciones entre 
ellas (R Pearson desde 0.2 a 0.82, figura c1.1).  
 Comparar los resultados de cada metodología puede proporcionar 
información respecto a los grupos de genes que poseen discrepancias entre la 
síntesis de su mRNA en el núcleo y su presencia en el citoplasma. Por ejemplo, 
si estudiamos el cambio entre la nTR medida por GRO y la SR medida por 
cDTA, podemos obtener información sobre diferencias entre la síntesis del 
mRNA, su procesamiento y su exportación desde el núcleo al citoplasma. En la 
búsqueda de categorías sesgadas utilizando la herramienta de anotación 
funcional Fatiscan (Al-Shahrour et al. 2007) entre ambas técnicas (razón de 
cambio entre SR de cDTA respecto a nTR de GRO) no se encontraron grupos 
de genes sesgados hacia valores altos de la distribución de cambio. Sólo 
algunas pocas categorías fueron identificadas con un sesgo hacia la parte 
inferior de la distribución de cambio. Dentro de las categorías sesgadas hacia 
abajo destacan grupos de genes relacionados con la biogénesis del ribosoma 
(GO:0042254, p-val-adj:0.028) y con el complejo del proteosoma (GO:0000502, 
p-val-adj:0.00172). Esto indica que esos grupos de genes pueden tener una 
regulación especial entre su síntesis y exportación al citoplasma, debido a que 
mediante nTR se detecta un nivel de expresión mayor que la detectada por la 
SR medida por cDTA. La búsqueda de categorías diferencialmente expresadas 
entre la SRind de Neymotin y colaboradores (2014) y la nTR nuestra no entregó 
resultados significativos. En conjunto, a partir de estos análisis podemos 
concluir que no existen grandes diferencias entre la síntesis del mRNA en el 
núcleo, su procesamiento y su transporte hacia el citoplasma, o bien, éstas son 
poco significativas y quedan ocultas tras el ruido de los datos. 
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 En la figura c1.1, las correlaciones más altas corresponden a la 
comparación entre las técnicas DTA & cDTA (R-Pearson: 0.82), y RPCC 
&nTR.2010 (R-Pearson: 0.65). Mientras que las primeras dos técnicas 
corresponden a marcajes metabólicos para la determinación de la SR 
realizados en el grupo del Dr. Patrick Cramer, el segundo par corresponde a 
estudios realizados en nuestro laboratorio, para determinar la densidad y 
actividad de la RNA Pol II. Cabe destacar que la nTR.2010 fue corregida por 
RPCC para disminuir los sesgos propios del GRO, lo cual produce que ambos 
conjuntos de datos sean parecidos entre sí (Pelechano et al. 2010). A su vez, la 
nTR.2010 correlaciona bien con la nTR determinada en este trabajo y con la 
determinada mediante BioGRO, debido a que los 3 conjuntos de datos estudian 
la transcripción naciente. Por su parte, la técnica de RATE-Seq posee mejor 
correlación con las técnicas de DTA & cDTA, debido a que ambas 
metodologías estudian la SR mediante marcajes metabólicos. Por lo tanto, 
estas comparaciones indican que cada procedimiento de medida de la 
transcripción tiene un sesgo técnico distinto que es el responsable principal de 
las diferencias encontradas. 
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Figura c1.1. Correlación entre distintas técnicas que miden la tasa de 
transcripción. Los datos de nTR (este estudio), BioGRO (Perez-Ortin et al. 
2011), TR.2010 y RPCC (Pelechano et al. 2010) pertenecen a nuestro 
laboratorio, mientras que las técnicas de DTA (Miller et al. 2011), cDTA (Sun et 
al. 2012) y RATE-Seq (Neymotin et al. 2014) pertenecen a otros estudios. Cada 
conjunto de datos fue transformado a log2 y ajustado mediante Z-score, 
mientras que la correlación corresponde al R de Pearson. 
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c1.3 Tasa de transcripción global  
 En una primera aproximación a la síntesis del RNA, se analizó la 
incorporación total de radioactividad durante la reacción de GRO. Este 
resultado equivale a la actividad transcripcional de las tres RNA polimerasas 
nucleares (transcripción global). Luego del pulso transcripcional en presencia 
de nucleótido radioactivo (33P-UTP), el RNA fue extraído y la radioactividad 
total incorporada fue cuantificada utilizando un contador de centelleo, como se 
describe en el apartado m8.2 de Materiales y métodos. En la figura c1.2, las 
cepas mutantes muestran una incorporación de radioactividad menor que la de 
la cepa silvestre BY4741. Tal diferencia corresponde a una reducción en la 
transcripción de las RNA Pol I y III, que abarcan cerca del 75% del RNA 
sintetizado (Warner 1999). Este resultado puede estar influido en los mutantes 
rpb4Δ y sfp1Δ por el lento crecimiento que poseen (tabla c3.1), lo cual afecta a 
la tasa de transcripción de las 3 RNA Pol (Garcia-Martinez et al. 2015). Por otro 
lado, el caso del mutante dst1Δ es curioso, ya que su tasa de crecimiento es 
similar a la de la cepa silvestre (tabla c3.1), sin embargo, su transcripción 
global disminuye, sugiriendo que el factor Dst1 participa de la transcripción de 
la RNA Pol I y Pol III. Esta conclusión es coherente con la presencia del factor 
Dst1 en los genes transcritos por la RNA Pol III en S. cerevisiae (Ghavi-Helm et 
al. 2008) y con que este factor estaría implicado en la elongación 
transcripcional de la RNA Pol I en ratón (Schnapp et al. 1996) y levaduras 
(Sawadogo et al. 1980). 
Figura c1.2. Incorporación total de radioactividad 
durante la reacción de Genomic Run-On. Las 
barras muestras la incorporación del nucleótido 
radioactivo relativa a la cepa silvestre durante el 
marcaje de Run-On. Esta cuantificación es la 
suma de la actividad transcripcional de las 3 
RNA Pol. Las barras representan la media de 3 
experimentos, mientras que las líneas de error 
muestran la desviación estándar. 
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c1.4 Estudio de la tasa de transcripción de la RNA Pol II y de la concentración 
de mRNA maduro 
 Utilizando la técnica de GRO descrita en el apartado i3 de la 
introducción, se determinó la tasa de transcripción naciente (nTR) y la 
concentración de mRNA maduro (RC) desde un mismo cultivo de células en 
fase exponencial de crecimiento (Garcia-Martinez et al. 2004). Cuantificar estos 
valores permite estudiar de manera indirecta la estabilidad del mRNA (RS ind), 
resultados que serán presentados en el apartado c1.6. 
 El término "tasa de transcripción" involucra dos conceptos relacionados, 
pero diferentes. Por un lado la nTR mide la producción de nuevas moléculas de 
mRNA, y por otro lado la SR mide el aporte de nuevas moléculas de mRNAs 
maduros al citoplasma. A partir de las señales de GRO de cada gen, se calcula 
la nTR corrigiendo por el contenido de DNA genómico de la población celular 
(tabla c3.1). De manera similar, se determina la SRap dividendo las señales de 
GRO por el cambio del volumen celular respecto de una cepa silvestre (Perez-
Ortin et al. 2013b).  
 Una manera visual de comparar los cambios de distribución de los genes 
entre las cepas mutantes respecto a la cepa silvestre es utilizar una 
representación de tipo volcán (Cui & Churchill 2003; Li 2012). Este tipo de 
representaciones compara para un gen la magnitud de cambio (fold change) 
entre dos condiciones con el p-valor obtenido desde un análisis estadístico de 
t-student entre las réplicas experimentales. En el eje de abscisas se suele 
representar el log2 del cambio (log2 [condición1/condición2]), mientras que en la 
ordenada se representa el (-log10 p valor). Entonces, mientras más alejado del 
0 en el eje X es el valor para un gen, más veces de cambio tiene en la 
condición 1 respecto a la condición 2, mientras que en el eje Y, cuanto mayor 
es el valor, más significativo es el p-valor. De esta manera, es posible 
diferenciar los cambios de expresión utilizando dos parámetros 
simultáneamente, a modo de un doble filtro (Li 2012). Por otro lado, la 
dispersión de los datos permite observar cuan variable es la expresión entre las 
dos condiciones. No obstante, este tipo de representaciones sólo permite 
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identificar a los genes que han cambiado su distribución dentro del conjunto de 
datos de una condición respecto a la otra, dejando de lado las diferencias 
globales, tales como si una cepa tiene más o menos tasa transcripción o 
concentración de mRNA. 
 La figura c1.3 muestra las representaciones de volcán para la nTR y la 
RC de las 3 cepas mutantes utilizadas en este capítulo respecto a la cepa 
silvestre. Hemos considerado en estas representaciones como genes 
diferencialmente expresados a los que cambian su distribución más de dos 
veces respecto a la cepa silvestre (valores en log2 por encima de +/- 2 en el eje 
X) y que a además poseen un p-valor de t-test menor a 0.05 (superior a 1.3 en 
el eje Y). Los paneles A, B y C de la figura c1.3 muestran las representaciones 
de volcán para la nTR de las cepas rpb4Δ, dst1Δ y sfp1Δ respecto a la cepa 
silvestre. En estas, se muestra que el número de genes con cambio de 
expresión significativa en los mutantes respecto a la cepa silvestre, así como 
también la distribución de los genes. A nivel de nTR, las cepas dst1Δ y sfp1Δ 
tienen una mayor diferencia de expresión respecto a la cepa silvestre, mientras 
que el mutante rpb4Δ es algo más similar a la cepa silvestre. Similares 
resultados se muestran en los paneles D, E y F. En estos se observa que la 
distribución de los cambios de expresión de la RC de los mutantes respecto a 
la cepa silvestre es mayor en el mutante sfp1Δ, lo que indica que la eliminación 
de este factor genera un impacto importante sobre el recambio del mRNA. Las 
categorías funcionales de los genes que cambian su distribución durante el 
cambio de expresión de cada cepa mutante respecto a la cepa silvestre serán 
estudiadas en el apartado c1.5. 
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Figura c1.3. Representación de volcán para los datos genómicos de nTR y RC 
de los mutantes respecto a la cepa silvestre. Las figuras muestran los datos 
genómicos para los mutantes rpb4Δ, dst1Δ y sfp1Δ respecto a la cepa silvestre. 
La señal fue normalizada MAD y promediada para estimar la razón de cambio 
de la distribución de los genes, mientras que el p-valor fue calculado mediante 
el contraste de medias de t-test entre las réplicas normalizadas. La razón de 
cambio en la abscisa está expresada en log2, mientras que en la ordenada se 
representa el -(log10 p-valor). Se indica el número de genes presentes en cada 
uno de los cuadrantes indicativos de cambios significativos. 
 
 En la figura c1.4 se muestra la nTR de la cepa silvestre comparada con 
las cepas mutantes para los factores Rpb4, Dst1 y Sfp1, considerando las 
diferencias biológicas en los niveles de nTR. En los paneles A y B de la figura 
c1.4, la nTR en las cepas mutantes dst1Δ y sfp1Δ es menor respecto a la cepa 
silvestre BY4741, mientras que para rpb4Δ esta es prácticamente igual a la de 
la cepa silvestre. En la figura c1.4 B se muestra una representación de cuadros 
y bigotes para la nTR de las 4 cepas, en donde los valores asociados a cada 
cuadro representan la mediana de nTR relativa a la cepa silvestre, a la cual se 
A B C 
D E F 
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le ha dado un valor igual a 1 unidad. Mientras que las cepas mutantes dst1Δ y 
sfp1Δ poseen un nivel menor nTR respecto a la cepa silvestre, se esperaba 
que la cepa mutante rpb4Δ también presentara una menor nTR que la cepa 
silvestre, debido a que es un factor que forma parte de la maquinaria de 
transcripción de todos los genes. Entonces, estos resultados indican que la 
ausencia de los factores Dst1 y Sfp1 provoca un mayor defecto sobre la 
transcripción de la RNA Pol II que la ausencia del factor Rpb4. Una posible 
explicación sería que durante la reacción de Run-On en el mutante rpb4Δ las 
polimerasas produzcan fragmentos de mRNA de mayor longitud que la cepa 
silvestre, incorporando una mayor proporción de nucleótidos radioactivos que la 
cepa silvestre, lo que explicaría que la señal de GRO fuese mayor a lo 
esperado (figura c1.4 C). Sin embargo, los análisis que serán mostrados en el 
apartado c1.7 de este capítulo muestran que el mutante rpb4Δ posee defectos 
a nivel de elongación, lo que está en contra de la hipótesis que durante el Run-
On en el mutante rpb4Δ se obtengan moléculas de mRNA más largas. 
Además, resultados obtenidos mediante la técnica de BioGRO desarrollada en 
nuestro laboratorio (Jordan-Pla et al. 2015), muestran que la longitud de 
mRNAs que incorporan biotina-UTP durante el Run-On es similar a la de la 
cepa silvestre (Jordán-Plá 2013), indicando que la mutación rpb4Δ no provoca 
sesgos significativos durante la incorporación del nucleótido biotinilado, por lo 
tanto se espera que durante el Run-On con precursor radioactivo ocurra algo 
similar. Entonces, los niveles de nTR del mutante rpb4Δ no debieran ser 
consecuencia de sesgos introducidos por la técnica de GRO. Sin embargo, el 
volumen celular de la cepa rpb4Δ es mayor que el de la cepa silvestre (1.46 
veces), por lo tanto la mediana de la SRap en el mutante rpb4Δ resulta ser 
menor que la que posee la cepa silvestre (0.62, figura c1.4 D), resultado que 
concuerda con la hipótesis que en este mutante la transcripción debiera estar 
afectada. Por el contrario, la mediana relativa de la SRap en las cepas dst1Δ y 
sfp1Δ se acerca al valor de la cepa silvestre (figura c1.4 D). Esto indica que la 
síntesis de nuevas moléculas de mRNA se ajusta al cambio de volumen en las 
cepas dst1Δ y sfp1Δ para compensar la síntesis. Podemos concluir que los 
valores de nTR para cepas de igual ploidía varían en función del volumen 
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celular y que el parámetro relevante para analizar la transcripción debe ser la 
SR, es decir, la concentración de nuevas moléculas sintetizadas. 
  
    
Figura c1.4. Tasa de transcripción naciente de las cepas mutantes en factores 
de transcripción. La figura A compara la tasa de transcripción naciente de 3 
cepas mutantes en factores relacionados con la transcripción (rpb4Δ, dst1Δ y 
sfp1Δ) con la nTR de la cepa silvestre BY4741. Los datos crudos obtenidos por 
GRO (B) fueron corregidos para expresarlos como nTR (C) por la cantidad de 
DNA genómico determinada por citometría de flujo, o corregidos por el volumen 
celular para estimar la SRap (D). Los datos en A están expresados en escala 
logarítmica (log2), mientras que en B, C y D los datos han sido ajustados a la 
mediana de BY4741 con un valor igual a 1, en donde los números en cada 
cuadro indican la mediana relativa. 
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 En la figura c1.5 se muestra el análisis comparativo de la RC total de 
cada cepa. Este dato representa la [mRNA] a escala genómica de cada gen, 
cuyo valor global fue ajustado por la concentración de RNA poliadenilado 
determinado como se indica en el apartado m7 de Materiales y métodos. Como 
se muestra en la figura c1.6 y de acuerdo a los resultados presentados en la 
tabla c3.1 para la concentración de mRNA relativa a la cepa silvestre BY4741, 
la [mRNA] es mayor en el mutante rpb4Δ (1.45) y levemente mayor en dst1Δ 
(1.18), mientras que el mutante sfp1Δ posee una menor [mRNA] respecto a la 
cepa silvestre (0.49). Es decir, en los mutantes rpb4Δ y dst1Δ hay una 
acumulación de mRNA, mientras que en sfp1Δ hay un descenso de éste. 
Debido a que en las 3 cepas mutantes ocurren cambios de RC, y tomando en 
cuenta los niveles de SRap presentados en la figura c1.4 D, se concluye que en 
estos mutantes hay cambios en la estabilidad de los mensajeros, lo cual será 
estudiado en el apartado c1.6. 
 Cabe señalar que para el mutante sfp1Δ fue necesario realizar un 
procedimiento de limpieza adicional del mRNA, debido a que el marcaje de 
cDNA utilizado rutinariamente no dio resultado. Desconocemos cuáles son los 
motivos que afectan al marcaje de cDNA en el mutante sfp1Δ, pero utilizando el 
kit de limpieza RiboZero (Epicentre), el que elimina el rRNA, se logró marcar el 
cDNA con éxito, lo que indica que el marcaje de cDNA está afectado, por 
razones desconocidas, por la presencia de rRNA. Este proceso se realizó en 
paralelo para el RNA de la cepa sfp1Δ y para la cepa silvestre BY4741 con el 
fin de evitar posibles sesgos técnicos. La figura c1.5 B muestra la comparación 
entre la RC del mutante sfp1Δ con la cepa silvestre, así como la comparación 
entre la RC de la cepa silvestre con su mRNA limpio de rRNA por el 
mencionado kit (RC.WT.RZ) y sin limpiar (RC.WT). En esta figura es importante 
destacar la amplia dispersión que posee la nube de la RC de sfp1Δ en 
comparación con la RC de la cepa silvestre sin limpiar, dispersión que se 
reduce en la comparación entre la RC de sfp1Δ y la de la del mRNA de la cepa 
silvestre cuyo rRNA fue eliminado.  
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Figura c1.5. Comparación de la RC entre las cepas mutantes relacionadas con 
la transcripción. La figura muestra la concentración de mRNA total (RC) a 
escala genómica. El desplazamiento de las nubes respecto a la bisectriz fue 
ajustado por la [mRNA] relativa indicada en la tabla c3.1. En A se muestra la 
RC para los mutantes rpb4Δ, dst1Δ y la cepa silvestre BY4741, mientras que 
en B se muestra para la cepa sfp1Δ respecto al mRNA de la cepa silvestre 
purificado por RiboZero (RC.WT.RZ) y sin purificar (RC.WT). Los datos están 
expresados en escala logarítmica (log2). 
 
 Los datos de SRap y RC entregan información relacionada con el nivel de 
la síntesis de nuevas moléculas de mRNA y de las moléculas de mRNA 
maduras. Para observar el patrón de expresión a escala genómica, se realizó 
una representación de mapa de calor (heatmap) de 4555 genes con datos 
comunes entre la SRap y RC de las 4 cepas utilizadas. Este tipo de figura 
permite mostrar mediante una matriz de colores el nivel de expresión de todos 
los genes representados simultáneamente. En la figura c1.6 A, el mapa de 
calor muestra que la SRap de la cepa rpb4Δ posee un patrón de expresión 
distinto al de la cepa silvestre, mientras que las SRap de dst1Δ y sfp1Δ tienen 
perfiles más parecidos al de la cepa silvestre. Por otro lado, a nivel de RC, el 
mutante rpb4Δ muestra un perfil con una mayor cantidad de genes con 
aumento de RC (color rojo), mientras que dst1Δ tiene un perfil similar al de la 
cepa silvestre. En cuanto a sfp1Δ, este mutante debe ser comparado con la 
cepa silvestre cuyo mRNA fue limpiado utilizando el kit RiboZero. En este 
A B 
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mutante se muestra una mayor cantidad de genes con disminución de RC 
(color verde) respecto a la cepa silvestre. Al comparar el patrón de la RC para 
la cepa silvestre cuyo RNA fue limpiado (RC.WT.RZ) con el patrón de la cepa 
silvestre sin limpiar (RC.WT), podemos ver que hay una variación considerable 
al limpiar con el kit RiboZero. De esta figura, se puede concluir que los perfiles 
de expresión en el mutante rpb4Δ y sfp1Δ son más variables respecto a la cepa 
silvestre, además, si se compara la SRap y la RC para una misma cepa, es 
posible ver regiones del mapa en donde hay una alta SRap pero una baja RC, o 
al revés, una baja SRap y una alta RC, lo cual indica que hay ciertos grupos de 
genes cuyo recambio estaría regulado principalmente mediante el control de la 
estabilidad del mRNA. 
 Las figuras c1.6 B y C muestran representaciones de tipo biplot de los 
dos primeros componentes obtenidos por PCA (Principal Component Analysis) 
para los datos de SRap y RC. En estas figuras, se reduce la dimensión de la 
variación de la matriz del conjunto de datos, representando el primer 
componente de mayor variabilidad en el eje de abscisas, mientras que el 
segundo en la ordenada, por lo tanto, mientras más similar es la variación entre 
el conjunto de datos en una u otra componente, más cercana será su posición 
dentro de la representación. En el panel B se muestra que la variación de SRap 
entre todas las cepas se explica mayoritariamente por el primer componente de 
la matriz de varianza. Los mutantes que más se alejan de la cepa silvestre 
(WT) en el primer componente son rpb4Δ y sfp1Δ, mientras que dst1Δ está 
relativamente más cerca. Esto indica que la varianza del conjunto de datos 
genómicos para la SRap es mayor en los mutantes rpb4Δ y sfp1Δ. Algo similar 
se muestra en el panel C. La variación de la cepa rpb4Δ es mayor que la de 
dst1Δ respecto de la cepa silvestre (WT). Esto se debe a que rpb4Δ posee una 
variación considerable en la concentración de su mRNA maduro en 
comparación con la cepa silvestre (tabla c3.1). Por otro lado, el mutante dst1Δ 
se aleja de la cepa silvestre más en el segundo componente que en el primero. 
En el otro extremo tenemos al mutante sfp1Δ, cuya variación en RC también se 
aleja de la cepa silvestre (WT.RZ), indicando una variación considerable en la 
distribución de la varianza de la RC.  
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Figura c1.6. Representaciones de Heatmap y PCA para los datos de SRap y 
RC. El panel A muestra un mapa de calor (heatmap) para los datos de SRap y 
RC de 4555 genes para las cepas mutantes y la cepa silvestre. El color rojo 
destaca a los genes cuyo nivel de expresión es alto, mientras que en verde se 
marca a los genes cuyo nivel de expresión es bajo. Los datos del heatmap 
están expresados en log2. Las regiones marcadas con broches corresponden a 
genes cuyo recambio estaría regulado principalmente mediante el control de la 
estabilidad del mRNA. Los paneles B y C corresponden a un análisis de 
componentes principales (PCA) para determinar el grado de variación entre los 
parámetros genómicos de la SRap y la RC de cada cepa. 
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c1.5 Categorías funcionales con cambio significativo en nTR y RC 
 Para estudiar las categorías funcionales diferencialmente expresadas en 
el cambio de transcripción y concentración de mRNA de los mutantes respecto 
a la cepa silvestre se utilizó la herramienta de anotación funcional llamada 
Fatiscan (Al-Shahrour et al. 2007), del conjunto de herramientas online 
Babelomics V4 (Medina et al. 2010). Esta herramienta busca las categorías 
funcionales de ontología génica (Gene Ontology, GO) dentro de una lista 
ordenada de genes mediante un estudio segmentado en bloques que detecta la 
presencia de categorías, aplicando secuencialmente el test estadístico de 
Fischer en cada bloque a lo largo de la lista para determinar cuan significativa 
es la presencia de las categorías funcionales.  
 La lista de genes utilizados para cada búsqueda realizada por Fatiscan 
corresponde a la razón de cambio en valores absolutos entre la cepa mutante y 
la cepa silvestre, ordenada de mayor a menor cambio, para la nTR y RC entre 
las diferentes cepas utilizadas. Entonces, los grupos encontrados en la parte 
superior de la lista corresponden a grupos de genes con tendencia a la 
sobreexpresión, mientras que los que están en la parte inferior corresponden a 
grupos de genes con tendencia a la infraexpresión. Las categorías funcionales 
obtenidas por Fatiscan fueron filtradas mediante la herramienta online REVIGO 
(Supek et al. 2011), para eliminar las categorías redundantes.  
 La tabla c1.1 muestra las categorías encontradas para la relación de 
cambio entre los mutantes respecto a la cepa silvestre para la nTR y RC. Se 
muestra en esta tabla que el mutante rpb4Δ posee una sobreexpresión de 
genes en categorías relacionadas con procesos metabólicos y energéticos, así 
como con la traducción, mientras que posee un descenso en la concentración 
de mRNAs en genes relacionados con la transcripción, el metabolismo de 
nucleótidos y el de aminoácidos. Para el aumento de expresión en el mutante 
dst1Δ se encontró, tanto a nivel de transcripción como de mRNA, genes 
relacionados con la traducción, además, se halló una disminución en la 
expresión de genes relacionados con el metabolismo de diversas moléculas 
orgánicas. Finalmente, el descenso en expresión en el mutante sfp1Δ entregó 
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categorías funcionales relacionadas con el metabolismo de azúcares y el 
procesamiento del mRNA y rRNA, así como categorías involucradas en el ciclo 
celular, la biogénesis de los ribosomas y la traducción de proteínas, mientras 
que en el aumento de la expresión, en el mutante sfp1Δ se encontraron 
categorías involucradas mayoritariamente con el metabolismo de diversas 
moléculas orgánicas, así como con la elongación traduccional. Esta última 
clase funcional es destacable, porque por un lado aparece en el grupo de 
genes que aumenta su expresión por nTR pero que desciende en cuanto a 
cantidad de mRNA, lo cual indica que estos genes están siendo afectados a 
nivel de la estabilidad de sus RNAs mensajeros.  
 Las categorías diferenciales identificadas para la cepa mutante sfp1Δ en 
nTR y RC sugieren un patrón de expresión relacionado con la respuesta a 
estrés ESR (Gasch 2003; Gasch et al. 2000). Este patrón de expresión debe 
ser consecuencia del crecimiento lento de la cepa sfp1Δ (tabla c3.1), y por una 
respuesta transcripcional obtenida como consecuencia de la eliminación del 
factor Sfp1. Utilizando la herramienta bioinformática descrita en el estudio de 
O'Duibhir y colaboradores (2014) se analizó el nivel de respuesta al estrés que 
posee perfil de expresión de las 3 cepas mutantes. Esta herramienta utiliza la 
razón de cambio del perfil de expresión de RC respecto a la cepa silvestre y la 
compara con el perfil de expresión de ESR relacionado con el crecimiento 
lento. De esta comparación, la herramienta calcula un valor que representa 
cuan estresado es el perfil de expresión del mutante respecto a la cepa 
silvestre, el cual los autores nombraron Slow Growth Signature (SGS). Mientras 
más alto es el valor de este índice, mayor es la intensidad de la respuesta al 
estrés debido al crecimiento lento (O'Duibhir et al. 2014). La tabla c1.2 muestra 
el índice de SGS para las 3 cepas mutantes relacionadas con la transcripción. 
En esta tabla se muestra que el mutante sfp1Δ posee un SGS superior a los 
otros dos mutantes. Es decir, los mutantes rpb4Δ y dst1Δ poseen un bajo perfil 
de expresión ESR (SGS de 4.8 y 3.3), mientras que sfp1Δ posee una ESR alta 
(SGS de 19.9), lo que puede estar relacionado con el papel modulador del 
factor Sfp1 en la actividad transcripcional de los genes RP en respuesta al 
estrés (Marion et al. 2004).  
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 La búsqueda de categorías funcionales fue complementada utilizando la 
herramienta llamada Significance Analysis of Microarrays, SAM (Tusher et al. 
2001), la cual identifica genes diferencialmente expresados mediante el cálculo 
de un valor estadístico basado en la prueba de t-student. Esta herramienta se 
basa en identificar los genes diferencialmente expresados según los cambios 
de posición dentro de la distribución. A partir de los genes identificados y 
mediante una prueba estadística de Fischer, se comparó el grado de 
solapamientos de los genes diferencialmente expresados con las categorías 
funcionales definidas en la base de datos de Saccharomyces Genome 
Database (SGD). En la tabla c1.1 se muestran marcadas en color rojo las 
categorías funcionales que coinciden en ambos análisis. 
Tabla c1.1. Categorías funcionales con cambio significativo para la nTR y la 
RC. Se utilizó la herramienta Fatiscan (Al-Shahrour et al. 2007) para identificar 
las categorías diferencialmente expresadas. Las categorías redundantes fueron 
eliminadas mediante la herramienta REVIGO (Supek et al. 2011). En rojo se 
destacan las categorías encontradas mediante SAM  (Bolstad et al. 2003). 
 
Grupos funcionales cuyos genes se sobreexpresan
nTR RC
Cepa GO log10 p-val GO log10 p-val Cepa
rpb4 Δ pyruvate metabolic process -4.23 translation -3.70 rpb4 Δ
glycolytic process -3.68 glycolytic process -3.45
pyruvate metabolic process -3.00
glucose metabolic process -2.37
generation of precursor metabolites and energy -2.04
dst1 Δ translation -6.33 translational elongation -5.18 dst1 Δ
chromosome segregation -4.05
sfp1 Δ pyruvate metabolic process -6.41 cellular amino acid metabolic process -6.71 sfp1 Δ
glucose metabolic process -6.16 amine metabolic process -5.53
alcohol metabolic process -4.50
translational elongation -3.11
Grupos funcionales cuyos genes se infraexpresan
nTR RC
Cepa GO log10 p-val GO log10 p-val Cepa
rpb4 Δ No GOs encontrados cellular amino acid metabolic process -4.26 rpb4 Δ
nucleotide metabolic process -2.38
transcription, DNA-templated -1.34
dst1 Δ phosphate-containing compound metabolic process -4.94 carboxylic acid metabolic process -4.87 dst1 Δ
cellular protein modification process -4.11 nucleotide metabolic process -4.78
amine metabolic process -4.33
cellular carbohydrate metabolic process -3.16
sfp1 Δ ribosome biogenesis -7.12 translation -15.69 sfp1 Δ
glycolytic process -6.36 ribosome biogenesis -10.13
RNA processing -5.61 rRNA metabolic process -6.99
phosphate-containing compound metabolic process -5.41 cell cycle -5.06
rRNA metabolic process -5.09 translational elongation -3.58
regulation of transcription, DNA-templated -3.44
mitotic M phase -3.04
mRNA metabolic process -2.95
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Tabla c1.2. Índice "Slow Growth Signature" en el cambio de RC. La tabla 
muestra el índice de estrés determinado con la herramienta bioinformática 
descrita en el trabajo de O'Duibhir y colaboradores (2014). Las unidades del 
índice son arbitrarias, pero mientras más alejado de cero es el valor, mayor es 
la expresión de genes relacionados con la ESR (Gasch 2003), la que a su vez 
está relacionada con el crecimiento lento. 
 
 
c1.6 Análisis de la estabilidad del mRNA 
 Como se explicó en la introducción, asumir que durante el crecimiento 
exponencial el transcriptoma está en un estado estacionario (Pelechano & 
Perez-Ortin 2010), permite estimar desde los datos de RC y SRap la RSind (en 
estado estacionario la RSind = RC / SRap). Utilizando los datos genómicos 
mostrados en los apartados anteriores (figuras c1.5 y c1.6), se calculó la RSind. 
La figura c1.7 A y B muestra la correlación y dispersión de la estabilidad de los 
mutantes comparada con la de la cepa silvestre. Nuestro cálculo indirecto 
asume que la SR = DR, por lo tanto, la RSind se ajusta para compensar los 
cambios en transcripción y concentración del mRNA que hemos descrito para 
estas cepas en los apartados anteriores. Así, para el mutante rpb4Δ, cuya SRap 
disminuye mientras que su RC aumenta, la RSind es mayor 2.4 veces respecto 
de la cepa silvestre. Para el mutante dst1Δ, cuya SRap es similar a la de cepa 
silvestre y su RC levemente superior, la RSind aumenta 1.18 respecto de la 
cepa silvestre. Por otro lado, el mutante sfp1Δ posee una disminución de RC, 
mientras que su SRap es similar a la de la cepa silvestre, por lo que la 
estabilidad de sus mensajeros disminuye a 0.53 respecto de la cepa silvestre. 
 Para confirmar los cambios en la estabilidad del mRNA calculados 
indirectamente, se estudió el decaimiento a través del tiempo de la cantidad de 
mRNA de algunos genes utilizando nothern blot en muestras de RNA obtenidas 
luego de shut-off transcripcional con la droga tiolutina (Pelechano & Perez-Ortin 
2008). Los genes estudiados fueron PHO88, RPL25, RPB6 y RPL5. La figura 
RC [mutante/silvestre] SGS
sfp1 Δ 19.9
dst1 Δ 4.8
rpb4 Δ 3.3
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c1.7 C muestra una imagen de northern blot para los genes PHO88 y RPL25, 
mientras que la tabla c1.3 muestra la vida media (HL) determinada para los 4 
genes, en dónde se muestra que los valores de la estabilidad de éstos se 
incrementa en los mutantes rpb4Δ y dst1Δ, mientras que para el mutante sfp1Δ 
no se observaron cambios significativos. Por lo tanto, el experimento de shut-
off confirma los cambios de RSind estimados para las cepas rpb4Δ y dst1Δ, 
pero no corrobora los cambios de estabilidad en el mutante sfp1Δ resultantes 
del cálculo de RSind. No tenemos una explicación concreta para este posible 
artefacto, pero puede estar influenciado por las dificultades que hemos 
observado al trabajar con el mRNA de esta cepa (apartado c1.4). 
 
 
 
Figura c1.7. Estabilidad del mRNA en las cepas mutantes relacionadas con la 
transcripción. La figura A y B muestran la correlación de la RSind de los 
mutantes respecto a la cepa silvestre. El desplazamiento de la nube respecto a 
la bisectriz refleja el cambio de estabilidad de las cepas mutantes respecto a la 
cepa silvestre. En C se muestra la imagen de northern blot para el decaimiento 
del mRNA de los genes PHO88 y RPL25 luego de bloqueo transcripcional con 
la droga tiolutina. Los datos de las nubes en A y B corresponden a los datos de 
RSind expresados en log2. 
 
A 
B 
C 
 BY4741                         rpb4Δ                          dst1Δ                      sfp1Δ 
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Tabla c1.3. Vida media calculada a partir del decaimiento del mRNA luego de 
bloqueo transcripcional. La tabla muestra los valores determinados para la vida 
media de los genes PHO88, RPL25, RPB6 y RPL5 en los mutantes rpb4Δ, 
dst1Δ y sfp1Δ. En negrita se destacan los valores que tienen un incremento en 
la estabilidad de sus mensajeros respecto a la cepa de tipo silvestre. Los 
valores superiores a 100 minutos son ruidosos y no se pueden calcular de 
manera precisa. La última fila muestra la vida media determinada a escala 
genómica mediante shut-off por Pelechano y colaboradores (2010) en la cepa 
silvestre BY4741. Los datos se expresan en minutos. 
 
  
 Utilizando los datos genómicos de RSind presentados en la figura c1.7 A 
y B se calculó la razón de cambio entre las cepas mutantes respecto a la cepa 
silvestre. Con estos datos y utilizando la herramienta de anotación funcional 
Fatiscan se buscó la existencia de categorías funcionales que presentaran 
sesgos dentro de la distribución del cambio de estabilidad. La tabla c1.4 
muestra las categorías de ontología génica que presentan tendencia a la 
desestabilización y estabilización del mRNA respecto a la cepa silvestre según 
el estudio de la RSind. El mutante rpb4Δ presenta una tendencia a la 
estabilización de mRNAs de genes relacionados con el metabolismo de 
azúcares, el ciclo celular, la degradación de proteínas y la biogénesis del 
ribosoma. En esta cepa sólo se encontró una desestabilización del mRNA de 
genes de la categoría relacionada con la polimerización de microtúbulos. Por lo 
tanto, a pesar de su bajo índice de SGS (tabla c1.2), la cepa rpb4Δ posee un 
aumento en la estabilidad de mRNAs de categorías que están envueltas en la 
ESR.  
 Por otro lado, para la cepa dst1Δ se encontró pocas categorías con 
cambio significativo en su estabilidad, lo que sugiere que el aumento en la 
estabilidad que registramos en este mutante no altera la distribución de los 
Cepa
BY4741 20 32 26 39
rpb4 Δ >100 >100 52 >100
dst1 Δ 33 94 51 >100
sfp1 Δ 20 33 30 38
Pelechano (2010) 31.9 39.6 20.4 39.6
HL PHO88 
(min)
HL RPL25 
(min)
HL  RPB6 
(min)
HL RPL5 
(min)
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genes, sino más bien, es un aumento global de la estabilidad. Para los mRNAs 
que están desestabilizados se encontró categorías relacionados con la 
traducción y el metabolismo de proteínas, mientras que se encontró una 
estabilización de mRNAs relacionados con el proceso glicolítico.   
 La cepa sfp1Δ posee un aumento de estabilidad relativa para los mRNAs 
de genes relacionados con el metabolismo de azúcares, la biogénesis del 
ribosoma y el ciclo celular, mientras que muestra una desestabilización en 
mRNAs de genes envueltos en la traducción, el metabolismo celular y de 
azúcares. Aunque no es seguro que haya cambios globales de estabilidad, el 
desplazamiento relativo de estas categorías funcionales es incuestionable. 
Además, estas categorías están estrechamente relacionadas con los procesos 
en los que se ha descrito que Sfp1 participa. Por lo tanto, se puede concluir 
que Sfp1 regula la estabilidad de los mensajeros de aquellas categorías.  
 
Tabla c1.4. Categorías funcionales con cambio significativo de estabilidad 
 
 
Desestabilización Estabilización
Cepa GO log10 p-val GO log10 p-val Cepa
rpb4 Δ regulation of microtubule polymerization -2.02 carboxylic acid metabolic process -4.94 rpb4 Δ
alcohol metabolic process -3.49
amine metabolic process -2.96
carbohydrate metabolic process -2.88
glycolytic process -2.88
ribosome biogenesis -2.02
proteolysis -1.94
signal transduction -1.45
cell morphogenesis -1.38
cell cycle -1.38
sfp1 Δ glycolytic process -9.50 cell cycle -8.58 sfp1 Δ
translation -9.03 cell division -4.96
glucose metabolic process -8.51 mitotic cell cycle -4.59
pyruvate metabolic process -7.58 RNA metabolic process -4.12
alcohol metabolic process -5.75 regulation of cell shape -3.10
generation of precursor metabolites and energy -4.48 nuclear division -3.03
cellular protein metabolic process -3.77 DNA replication -2.52
protein metabolic process -3.63 rRNA processing -2.30
protein folding -3.13 DNA replication initiation -1.93
carbohydrate metabolic process -3.05 RNA processing -1.90
fermentation -2.30 mRNA metabolic process -1.70
dst1 Δ translation -3.47 de novo' protein folding -1.65 dst1 Δ
telomere maintenance -2.53 glycolytic process -1.56
cellular protein metabolic process -2.12
protein metabolic process -1.65
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c1.7 Comparación entre la nTR y RSind del mutante rpb4Δ con la SR y DR del 
estudio de Schulz y colaboradores (2014) 
 Durante el desarrollo de este trabajo, Schulz y colaboradores (2014), 
publicaron un estudio a escala genómica realizado por cDTA en el que 
determinaron los cambios de SR, TE y DR en dos mutantes para el factor Rpb4 
respecto a la cepa silvestre BY4741. La sigla TE corresponde a Total 
Expressión, valor que mide la cantidad de mRNA maduro en la célula 
(comparable a nuestra RC), mientras que la DR de tal estudio corresponde a lo 
que en este trabajo denominamos kd, o constante de degradación. Sin 
embargo, a diferencia de nosotros, los parámetros de SR y TE determinados 
por cDTA no toman en cuenta los cambios de volumen celular, es decir, 
asumen que no hay diferencia de volumen entre cepas. 
 En contra de los resultados presentados en los trabajos de Lotan (2005) 
y Harel-Sharvit (2010), en los que se propone que Rpb4 participa de la síntesis, 
exportación y degradación del mRNA, en el estudio de Schulz concluye que el 
factor Rpb4 participa principalmente de la síntesis del mRNA. Los autores 
llegan a esta conclusión luego de anclar covalentemente la subunidad Rpb4 a 
la subunidad central Rpb2 de la RNA Pol II en una cepa rpb2Δ-rpb4Δ, 
rescatando parcialmente los defectos en la síntesis y degradación del mRNA 
observados en un mutante rpb4Δ. Independiente de este resultado, los autores 
observan defectos en la síntesis y degradación del mRNA similares a los que 
nosotros observamos en rpb4Δ. Aunque las magnitudes de cambio no son 
iguales, en ambos trabajos la síntesis y degradación del mRNA se ven 
alteradas en el mismo sentido (descenso de SR y aumento de HL). Por tal 
motivo, hemos comparado los resultados de ambos estudios.  
 La tabla c1.5 muestra la mediana relativa para los valores genómicos 
respecto a la cepa silvestre en la cepa rpb4Δ de este estudio y las del estudio 
de Schulz y colaboradores (2014). Además, de los datos relacionados con el 
mutante con la fusión Rpb2-Rpb4. Ambos trabajos apuntan cualitativamente a 
que la transcripción y la degradación del mRNA están afectadas cuando se 
elimina el factor Rpb4. Sin embargo, los parámetros de ambos estudios se 
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determinaron por técnicas diferentes, lo cual explica las diferencias 
cuantitativas. Mientras que en nuestro estudio resultó que la cepa rpb4Δ 
aumenta la RC global, en el estudio de Schulz la TE es igual o menor a las de 
una cepa silvestre (debido a que utilizan dos mutantes rpb4Δ diferentes). Por 
otro lado, a nivel de SR, en ambos estudios hay una disminución de esta, la 
cual es más acusada en el estudio de Schulz. Aunque la nTR de seguro es 
mayor que la SR, ya que no todas las moléculas sintetizadas producen un 
mRNA maduro, la relación entre ambos no tiene por qué ser diferente entre la 
cepa silvestre y rpb4Δ. Sin embargo, en ambos estudios se observa un 
incremento en la estabilidad del mRNA (o un descenso en su degradación). 
Esto quiere decir que los defectos en transcripción son compensados mediante 
cambios en la degradación para conservar los valores de mRNA dentro de 
ciertos límites. Por otro lado, es posible que la acusada disminución de SR en 
los mutantes rpb4Δ del estudios de Schulz se deba a problemas de técnicos de 
incorporación del 4-tio-uracilo utilizado, debido a que se ha demostrado que los 
marcajes metabólicos a la concentración que se realizan (50 µM) producen una 
respuesta al estrés e impactan negativamente sobre el metabolismo del rRNA 
(Burger et al. 2013). 
Tabla c1.5. Mediana de los parámetros del recambio del mRNA relativos a la 
cepa silvestre. La tabla muestra los valores relativos para los parámetros 
genómicos. La primera columna muestra los valores determinados en este 
trabajo. Las otras columnas muestran en gris los valores del estudio de Schulz 
(2014), con las cepas rpb4Δ de Euroscarf y la cepa rpb4Δ fabricada por ellos 
(nombradas como a y b). La cuarta columna muestra los valores para el 
mutante rpb4Δ que expresa una fusión de Rpb2-Rpb4. 
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c1.8 Distribución y actividad de la RNA Pol II 
 La técnica de RPCC permite estudiar la transcripción a escala genómica 
para todos los genes de S. cerevisiae mediante la inmunoprecipitación de la 
RNA Pol II unida a la cromatina (Pelechano et al. 2009). Dependiendo del 
anticuerpo utilizado, se puede estudiar a la RNA Pol II en sus diferentes 
estados de actividad. Esto permite determinar la tasa de transcripción de una 
manera distinta a la realizada por GRO, ya que la presencia física de la RNA 
Pol II y la actividad transcripcional están estrechamente relacionadas. Además, 
puesto que el GRO sólo detecta polimerasas activas, la comparación entre los 
datos obtenidos por GRO y por RPCC aporta información adicional sobre 
actividad específica de la RNA Pol II en cada gen (Pelechano et al. 2009). 
 Durante el desarrollo de este trabajo, se colaboró con el laboratorio del 
Dr. Sebastián Chávez, del Departamento de Genética, de la Universidad de 
Sevilla. En tal laboratorio se realizó la inmunoprecipitación de la RNA Pol II 
utilizando un anticuerpo contra la subunidad Rpb3 (el cual captura a todas las 
RNA Pol II presentes en un gen, en otras palabras, las RNA Pol II totales), y un 
anticuerpo contra el CTD fosforilado en Ser2 de la subunidad Rpb1, el cual 
detecta a las RNA Pol II que están en fase de elongación avanzada. La 
inmunoprecipitación fue realizada en las cepas rpb4Δ, dst1Δ, sfp1Δ y BY4741 
durante crecimiento exponencial en medio YPD. Dentro de esta colaboración, 
nuestro grupo realizó el marcaje radioactivo de las muestras, la hibridación en 
macroarrays y el análisis de los resultados que se presentan en este apartado. 
 A diferencia del GRO, durante el RPCC las muestras obtenidas deben 
ser sometidas a un enriquecimiento selectivo de amplificación por PCR, lo cual 
ocasiona que los resultados sean más ruidosos. Sin embargo, el RPCC posee 
una ventaja con respecto al GRO. Los datos de nivel de polimerasa obtenidos 
por RPCC están menos sesgados por la longitud del gen que los obtenidos 
mediante GRO (Pelechano et al. 2010). En ambas técnicas existe una relación 
inversa entre la señal cuantificada y la longitud del gen, la cual es aún más 
pronunciada en la señal de GRO (figura c1.8). El perfil de caída de ambas 
técnicas indica que durante la transcripción ocurre un defecto de elongación 
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creciente con la longitud del gen, relacionado con la pausas (backtrack) o caída 
(drop-off) de las RNA Pol II activas (Sun et al. 2012). Asumiendo que la tasa de 
drop-off es constante, la proporción de RNA Pol que caen del gen es mayor 
cuanto más largo es el gen. Sin embargo, en la señal de GRO se observa una 
caída más acusada de la señal con la longitud del gen que en RPCC, 
fenómeno que se explicará a continuación.  
 Durante el Run-On, el marcaje de la molécula de mRNA sintetizada es 
producto de la elongación in vitro de la RNA Pol II en sentido 5'→3'. Esto 
provoca que durante el pulso de Run-On se añada al mRNA alrededor de 0.2 a 
0.3 kb adicionales más allá de la longitud propia del gen (Hirayoshi & Lis 1999), 
lo que provoca una sobrevaloración de la señal de GRO en el mRNA de los 
genes cortos (Pelechano 2009). Esta sobrevaloración va disminuyendo a 
medida que aumenta la longitud de los genes transcritos, debido a que el 
aporte de 0.3 kb pierde peso en los genes más largos, lo que ocasiona que la 
señal de GRO posea un perfil con un exceso de pendiente negativa con la 
longitud de los genes transcritos (figura c1.8).  
 Por otro lado, la señal de GRO al acercarse a las 3 kb muestra un 
incremento brusco en el valor de la ventana deslizante (figura c1.8). Esto 
ocurre por la suma del efecto de marcaje preferente hacia la región 3' descrito 
en el párrafo anterior y por las características del macroarray utilizado, ya que 
en los genes de sobre 3 kb las sondas poseen sólo la kilobase final de la 
secuencia del gen (Alberola et al. 2004). En estos genes, la señal de GRO 
obtenida es como si correspondiera a un gen de 1 kb, por lo que tienen una 
artefacto proporcionalmente mayor que el que les correspondería por su 
longitud. 
 La figura c1.8 muestra que a medida que aumenta la longitud de los 
genes, la señal de GRO decae (perfil rojo). Poco antes de las 3 kb la señal de 
GRO muestra el efecto de subida brusca descrito en el párrafo anterior. La 
señal de RPCC presenta una caída similar, pero sin el artefacto que ocurre 
cerca de las 3 kb (perfil verde). El perfil de caída de ambas técnicas concuerda 
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con la existencia de fenómenos relacionados con la caída (drop-off) de las RNA 
Pol II durante la elongación transcripcional (Sun et al. 2012).  
 Por otro lado, el RPCC contra Ser2 (perfil azul), presenta un perfil con 
tendencia contraria al de GRO y RPCC. La señal en un inicio es baja, 
aumentando paulatinamente conforme incrementa la longitud de los genes. La 
explicación a este comportamiento reside en que hay una transición gradual 
entre la fosforilación del CTD de Ser5 y Ser2, luego del inicio de la transcripción 
(Mayer et al. 2010). En otras palabras, la baja señal de RPCC contra Ser2 en 
los genes cortos se debe a que no ha ocurrido completamente la transición de 
Ser5 a Ser2, lo cual no significa que la transcripción sea menor, sino más bien 
que el RPCC contra Ser2 identifica a las polimerasas en fase de elongación 
avanzada, las que en los genes cortos están en menor proporción. Además, el 
perfil de Ser2 no detecta la caída de la nTR con el aumento de la longitud de 
los genes, probablemente porque el artefacto presente en GRO antes 
explicado se compensa en exceso. Asimismo, al acercarse a las 3 kb se 
observa un salto similar al que ocurre con el GRO, indicando que en el RPCC 
de Ser2 sobrevalora la nTR hacía el extremo 3' de forma similar al sesgo 
descrito para GRO, dado que en la kb final de los genes largos no existe 
variación en la proporción Ser2 fosforilada (Mayer et al. 2010). 
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Figura c1.8. Perfil de los datos de GRO y RPCC en función de la longitud de 
los genes. Los perfiles corresponden a una suavización de ventana deslizante 
para el promedio de 100 genes. El perfil rojo muestra que la señal de GRO 
decae al aumentar la longitud de los genes, mientras que al acercarse a las 3 
kb aumenta (en donde la sonda de cada gen posee sólo la secuencia de la 
kilobase final), ocasionado por un artefacto que sobrestima la señal de GRO. 
Esto no se observa en el perfil para el RPCC-Rpb3, coloreado en verde, el cual 
representa a las RNA Pol II totales presentes en un gen. El perfil azul muestra 
la distribución de las RNA Pol II fosforiladas en Ser2, el cual aumenta con la 
longitud del gen, según lo explicado en el texto. Cada perfil proviene de la 
media de 3 experimentos, previamente normalizados por marcajes de DNA 
genómico, expresados en log2 y ajustados mediante Z-score. 
  
 Teniendo en cuenta las ventajas y sesgos que produce cada 
metodología, se compararon las razones de cambio de los mutantes 
relacionados con la transcripción respecto a la cepa silvestre. La figura c1.9 
enseña los perfiles obtenidos para el promedio de una ventana deslizante de 
200 genes. En el panel A se muestra la comparación entre el perfil de RPCC 
obtenido utilizando el anticuerpo contra Rpb3 de la cepa silvestre frente a las 
cepas mutantes. En esta figura se observa que la distribución de las RNA Pol II 
de la cepa dst1Δ es semejante al de la cepa silvestre, ya que su perfil se 
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acerca a la bisectriz (perfil color verde). Por otro lado, las cepas sfp1Δ y rpb4Δ 
muestran una pendiente inferior a 1, lo que indica una distribución de las RNA 
Pol II diferente a la de la cepa silvestre. Esto se observa mejor en la 
representación B, en donde la razón de cambio de los mutantes sfp1Δ y rpb4Δ 
respecto a la cepa silvestre muestra una tendencia negativa mayor a la de 
dst1Δ. En conjunto, ambas figuras muestran que las cepas sfp1Δ y rpb4Δ 
tienen alteraciones en la presencia de RNA Pol II respecto a la cepa de tipo 
silvestre. Estas alteraciones apuntan a un incremento relativo de polimerasas 
en los genes menos transcritos y un descenso relativo en los más transcritos 
con respecto a la cepa silvestre. Debido a que el RPCC no genera datos 
absolutos comparables entre cepas, no se puede asegurar la magnitud del 
cambio. Sin embargo, los datos de GRO presentados en el apartado c1.4, 
indican que la nTR de rpb4Δ es similar a la cepa silvestre, pero las de dst1Δ y 
sfp1Δ son menores. Teniendo esto en consideración y que el RPCC está 
altamente correlacionado con la nTR (figura c1.9 E), es probable que el nivel de 
polimerasas en sfp1Δ sea menor en todos los genes, siendo este descenso 
aún más acentuado en los genes de alta nTR (más transcritos). Siguiendo el 
mismo razonamiento, en rpb4Δ, donde el nivel de actividad (nTR) es similar al 
de la cepa silvestre, el perfil del panel B sugiere que los genes menos 
transcritos poseen un aumento relativo de RNA Pol II totales, mientras que los 
genes más transcritos tendrían una disminución de éstas, lo que indica 
defectos de elongación transcripcional. 
 En los paneles C y D de la figura c1.9 se muestra la señal de las RNA 
Pol II elongantes identificadas utilizando el anticuerpo contra Ser2. Similar a lo 
mostrado en la figura A, el mutante dst1Δ posee un perfil para Ser2 idéntico al 
de la cepa silvestre. Sin embargo, la proporción de RPCC Ser2/Rpb3 (o en 
otras palabras, RNA Pol II fosforiladas/totales) que se muestra en el panel F 
para dst1Δ (en verde) es algo diferente a la de la cepa silvestre (en gris). El 
perfil de la cepa silvestre en F indica que los genes menos transcritos poseen 
relativamente menos polimerasas fosforiladas en Ser2 respecto a las totales, 
mientras que los más transcritos poseen una proporción relativa mayor de 
polimerasas elongantes en fase avanzada. La diferencia en el perfil de 
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polimerasas en dst1Δ indica que la distribución de polimerasas fosforiladas en 
Ser2 respecto a las totales en este mutante no es idéntica a la de la cepa 
silvestre, indicando la presencia de defectos transcripcionales. 
 Por otro lado, el mutante sfp1Δ muestra un perfil de Ser2 similar al de 
Rpb3 mostrado en A, con una señal superior en los genes menos activos, e 
inferior en los genes más activos. La proporción fosforiladas/totales que se 
muestra en el panel F para sfp1Δ (en azul) es similar a las de la cepa silvestre 
(en gris), indicando que no existen diferencias en la distribución de polimerasas 
fosforiladas/totales en este mutante respecto a la cepa silvestre. Es decir, 
cuantitativamente es probable que sfp1Δ posea menos polimerasas, y de ahí 
que su nTR sea menor, pero cualitativamente este mutante no posee sesgos 
en la distribución de polimerasas fosforiladas/totales respecto al nivel de 
transcripción de la cepa silvestre.  
 Por el contrario, el mutante rpb4Δ muestra un perfil de Ser2 muy 
diferente al de la cepa silvestre (perfil rojo, paneles C y D). El defecto 
observado en las polimerasas totales para rpb4Δ (paneles A y B) está 
exacerbado en las polimerasas activas. Es decir, hay un exceso relativo de 
polimerasas activas en los genes menos transcritos y un descenso en los 
genes más transcritos. Estas evidencias, así como la diferencia observada 
entre polimerasas activas/totales (perfil rojo del panel F) indican que la 
transcripción de este mutante tiene importantes defectos durante la elongación 
transcripcional.  
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Figura c1.9. Densidad y actividad de la RNA Pol II estudiada por RPCC y 
GRO. En A y B se muestra la distribución de la RNA Pol II captada con el 
anticuerpo contra la subunidad Rpb3, mientras que C y D fueron obtenidas 
utilizando un anticuerpo contra la región CTD fosforilada en la serina2 de la 
subunidad Rpb1. En E se muestra la correlación entre RPCC y nTR medida por 
GRO en la cepa silvestre BY4741, mientras que en F se muestra la razón de 
cambio entre las RNA Pol II [activas/totales] frente a la nTR. Los valores 
representados corresponden a una ventana deslizante del promedio de 200 
genes utilizando el log2 de los datos normalizados mediante Z-score. 
A B 
C D 
E F 
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c1.9 Análisis de la variación de la nTR con la longitud del gen 
 Los resultados del apartado anterior sugieren defectos de elongación 
especialmente en el mutante rpb4Δ. Para estudiar la existencia de defectos a 
nivel de elongación en las cepas mutantes, se determinó la relación [mutante / 
silvestre] para los conjuntos de datos de GRO y RPCC, la cual se comparó con 
la longitud de los genes. Se utilizó una ventana deslizante del promedio de 200 
genes de la razón de cambio y se comparó con genes de hasta 2 kb de 
longitud. En este rango se cubre alrededor de un 80% de los genes de S. 
cerevisiae y se evita el sesgo producido por los macroarrays en los genes de 
sobre 3 kb. Asumiendo que cualquier sesgo introducido por el desplazamiento 
hacia 3' del Run-On es igual para cada cepa comparada (Jordán-Plá 2013), tal 
sesgo debiera anularse al dividir ambos conjuntos de datos, y la desviación 
resultante se debe sólo a las diferencias de los datos de cada cepa. 
 La figura c1.10 muestra la distribución del cambio relativo a la cepa 
silvestre de la señal de GRO y la presencia física de la RNA Pol II medida por 
RPCC, respecto a la longitud de los genes. En el panel A se muestra el cambio 
relativo de la señal de GRO para el mutante rpb4Δ a medida que aumenta el 
tamaño de los genes. Este resultado demuestra la existencia de defectos 
durante la elongación transcripcional, indicando que la actividad transcripcional 
de la RNA Pol II es menor a medida que aumenta el tamaño de los genes en el 
mutante rpb4Δ respecto de la cepa silvestre. El panel B muestra la distribución 
de RNA Pol II totales (en rojo) y fosforiladas en Ser2 (polimerasas elongantes, 
en verde) en el mutante rpb4Δ respecto a la cepa silvestre. El perfil de Ser2 
tiene una tendencia decreciente similar a la mostrada en el panel A. Sin 
embargo, la distribución de RNA Pol II totales (Rpb3) posee un perfil 
básicamente plano. La línea azul de los paneles B, D y F representa a la razón 
entre el RPCC de Rpb3 y Ser2, la cual indica la proporción de polimerasas 
paradas con la longitud del gen. La comparación de ambos perfiles obtenidos 
por RPCC sugiere un desacople entre la presencia de polimerasa y su 
actividad transcripcional, posiblemente debido a defectos a nivel de elongación 
transcripcional provocados por un aumento de polimerasas atascadas 
(Backtrack). 
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 Por el contrario, los paneles C y E de la figura c1.10 muestran que el 
cambio de la señal de GRO para la cepa dst1Δ con la longitud del gen es 
básicamente plana, mientras que para sfp1Δ sería en un inicio plana, pero con 
una leve tendencia negativa en los genes de sobre 1.5 kb de longitud. Sin 
embargo, el perfil de ambas figuras es algo ruidoso, lo que indica que en estos 
mutantes no existe un efecto global claro sobre la transcripción que esté 
relacionado con la longitud del gen. Similares resultados se obtuvieron 
mediante RPCC. En los paneles D y F se muestra que los perfiles de 
distribución y actividad de la RNA Pol II son prácticamente planos. Sólo se 
observa una leve diferencia en los genes de menos de 1 kb. Mientras que para 
dst1Δ se encontró una menor presencia de RNA Pol II en los genes cortos, en 
sfp1Δ hay un aumento de estas, que coincide con la actividad detectada por 
Ser2. Estos resultados indican que en ambos mutantes hay quizás pequeñas 
diferencias en la transcripción de los genes cortos respecto a la cepa silvestre, 
pero a diferencia de lo observado en rpb4Δ, indican que no existen defectos 
claros durante la elongación transcripcional con la longitud del gen. 
 Un trabajo del grupo del Dr. Patrick Cramer, desarrolladores de la 
técnica de cDTA, mostró que existe una relación inversa entre la SR y la 
longitud de los genes (Sun et al. 2012). Asumiendo que la tasa de inicios de 
eventos de transcripción es independiente de la longitud de los genes, los 
autores de Sun y colaboradores (2012) concluyen que la relación inversa entre 
SR y longitud de los genes se debe a una disminución de la actividad de la 
RNA Pol II, por una salida de ésta a medida que avanza la elongación 
transcripcional de un gen, fenómeno conocido como drop-off. Este fenómeno 
explicaría el descenso de la SR proporcional a la longitud del gen, debido a que 
no todas las RNA Pol II que inician acaban la transcripción. Entonces, teniendo 
en cuenta que la tasa de inicios es independiente de la longitud de los genes y 
asumiendo que el drop-off es constante a lo largo del gen, los autores de Sun y 
colaboradores (2012) calcularon que para la cepa silvestre BY4741 la caída 
promedio en función de la longitud es aproximadamente un 20% de las RNA 
Pol II por kb.  
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Figura c1.10. Cambio de la tasa de transcripción y la presencia de RNA Pol II 
respecto a la longitud de los genes. Los paneles A, C y E muestran el cambio 
en nTR de las cepas mutantes respecto a la cepa de tipo silvestre en función 
de la longitud de los genes. Los paneles B, D y F muestran el cambio en la 
presencia de RNA Pol II total en rojo (Rpb3) y RNA Pol II fosforilada en verde 
(Ser2). En estos paneles, la ratio Ser2/Rpb3 es mostrada en azul. Los valores 
representados corresponden a una ventana deslizante del promedio de 200 
genes utilizando el log2 de los datos. Para el RPCC, los datos fueron 
normalizados mediante Z-score. 
 
A B 
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 Sin embargo, asumir que la tasa de inicios es independiente de la 
longitud de los genes no es correcto. La técnica de BioGRO, desarrollada en 
nuestro laboratorio (Jordan-Pla et al. 2015), permite estudiar la nTR en distintos 
puntos del genoma, incluso en las regiones intergénicas, debido a que las 
sondas utilizadas como plataforma de detección cubren de manera solapante 
todo el genoma. Con esta información, Antonio Jordán en su tesis doctoral 
promedió la señal de BioGRO en la región inicial del gen (+100 a +300 bases 
desde el TSS), encontrando que existe una tendencia de bajada de la tasa de 
inicios con la longitud de gel (6.74% por kilobase). Es decir, tomando en cuenta 
que la tasa de inicios también depende de la longitud de los genes, el drop-off 
queda en un 13.26% de las RNA Pol II por kb (Jordán-Plá 2013). 
 Esto indica que la RNA Pol II en condiciones normales tiene una tasa 
específica de drop-off durante la elongación transcripcional. En las 
comparaciones mostradas en la figura c1.10 se muestra en los paneles A y B 
que el mutante rpb4Δ tiene una caída de actividad transcripcional con la 
longitud del gen relativa a la cepa silvestre. Una explicación es que el drop-off 
en el mutante rpb4Δ es mayor al drop-off que posee una cepa silvestre. 
 La figura c1.11 A muestra la señal de GRO de la cepa silvestre y de 
rpb4Δ respecto a la longitud del gen. Ambos perfiles tienen una caída en la 
señal respecto a la longitud como fue descrito para la cepa silvestre en la figura 
c1.8. No obstante, la pendiente correspondiente a la señal de rpb4Δ es un 
9.6% mayor. Asumiendo que no hay diferencias entre la tasa de inicios entre la 
cepa rpb4Δ y la cepa silvestre con la longitud del gen y relacionando el drop-off 
de la cepa silvestre con el cambio de pendiente entre ambas cepas, el drop-off 
en el mutante rpb4Δ es aproximadamente de un 14.54% por kb. Suponiendo 
que el drop-off de la RNA Pol II sigue un decaimiento exponencial del tipo 
[N=No*e-λl], en donde No es el número de polimerasas que inician y λ la 
constante exponencial de drop-off, se puede estimar el número de polimerasas 
N que acaban de elongar a una longitud l. La constante λ corresponde a la 
división entre el valor de ln 2 y la longitud a la cual se cae el 50% de las 
polimerasas. Para la cepa silvestre, con un drop-off de 13.26% por kb, el 50% 
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de las polimerasas se cae a las 3.8 kb, lo que entrega un valor de λ igual a 0.18 
(Jordán-Plá 2013). 
 Siguiendo el mismo razonamiento, para el mutante rpb4Δ el factor λ es 
de 0.2. Es decir, el 50% de las polimerasas se cae a las 3.4 kb. La figura c1.12 
B ejemplifica la caída de polimerasas elongantes en ambas cepas para un gen 
de 5 kb. Asumiendo que inician 100 polimerasas, en la cepa silvestre acabarían 
40 polimerasas, mientras que en el mutante rpb4Δ acaban 36. Es decir, a 
medida que aumenta la longitud de los genes, la RNA Pol II disminuye su 
presencia en mayor medida en el mutante rpb4Δ que en la cepa silvestre. Es 
posible que esta diferencia en el número de polimerasas que se caen durante 
la elongación explique en parte los defectos de elongación que se observan 
con los datos de GRO y RPCC en el mutante rpb4Δ (figura c1.9 B y C, figura 
c1.10 A). 
 
 
Figura c1.11. Drop-off para el mutante rpb4Δ y la cepa silvestre BY4741. En A, 
se muestra el decaimiento de la señal de GRO respecto a la longitud de los 
genes en la cepa silvestre (rojo) y rpb4Δ (verde). Las líneas punteadas 
muestran la tendencia de cada conjunto de datos. Los datos corresponden a 
una ventana deslizante del promedio de 100 valores hasta una longitud de 2.9 
kb para evitar el sesgo que se produce sobre 3 kb. Los datos fueron 
normalizados al primer valor para que ambos perfiles comenzaran desde la 
ordenada con un valor igual a 1. En B se muestra el drop-off que ocurriría en 
ambas cepas durante la elongación de un gen de 5 kb. Suponiendo que inician 
100 polimerasas, los números indican la cantidad de polimerasas que 
permanecen elongando a lo largo de la longitud del gen para la cepa silvestre 
BY4741 (rojo) y el mutante rpb4Δ (verde).  
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c1.10 Discusión 
 La elección de los factores relacionados con la transcripción se realizó 
en base a que participan en diferentes etapas de esta. Al inicio de este trabajo, 
solo existían en literatura algunos pocos estudios genómicos con estos 
factores. La mayoría de estos se enfocan en analizar la abundancia del mRNA 
maduro mediante microarrays o estudian la unión de los factores a regiones 
génicas mediante ChIP-on-Chip (Cipollina et al. 2008a; Cipollina et al. 2008b; 
Ghavi-Helm et al. 2008; Miyao et al. 2001; Pillai et al. 2003). Fue de nuestro 
interés estudiar a escala genómica la síntesis de mRNA naciente (nTR), la 
concentración de mRNA maduro (RC) y la estabilidad del mRNA (RSind), así 
como la distribución génica de la RNA Pol II (RPCC), para obtener una visión 
completa de cómo estos parámetros varían al afectarse la transcripción.  
 A diferencia de los estudios de transcriptómica clásica, en donde se 
estudia principalmente el contenido de mRNA maduro, nuestro trabajo aborda 
el estudio de la molécula de mRNA naciente, para determinar la tasa de 
transcripción. Desde que el mRNA es sintetizado hasta que es exportado 
experimenta toda una serie de procesamientos para formar una molécula 
madura. La caracterización del mRNA naciente permite estudiar la dinámica de 
la regulación de la expresión génica en sus primeras etapas. El método de 
GRO permite la medición de la densidad de polimerasas elongantes a escala 
genómica (nTR). Además, combinando la información entregada por la 
concentración de mRNA, es posible estudiar la estabilidad del mRNA de 
manera indirecta. En sus inicios, nuestro trabajo pretendía ser el primero en 
estudiar estos parámetros en los factores elegidos. Sin embargo, durante el 
desarrollo de este trabajo, otros autores publicaron estudios genómicos que 
involucraban algunos de estos factores (Drozdova et al. 2014; Kemmeren et al. 
2014; Schulz et al. 2014). No obstante, nuestro trabajo es el único que ha 
generado información en relación al recambio del mRNA a escala genómica 
para los 3 factores elegidos, incluyendo la presencia física de la RNA Pol II. 
 El objetivo de este capítulo fue estudiar cómo el recambio del mRNA es 
controlado durante el estado estacionario en cepas en donde componentes 
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relacionados con la síntesis del mRNA ha sido afectada. Durante el desarrollo 
de este trabajo, se publicaron también diversos estudios, en los cuáles se 
describe que la transcripción está acoplada con los mecanismos de 
degradación del mRNA (Bregman et al. 2011; Dori-Bachash et al. 2011; Dori-
Bachash et al. 2012; Goler-Baron et al. 2008; Harel-Sharvit et al. 2010; Kerr et 
al. 2011; Sun et al. 2012). Nosotros, hemos acumulado evidencias de que a 
nivel genómico la tasa de transcripción y la estabilidad de los mensajeros se 
compensan para mantener los niveles del mRNA dentro de ciertos valores 
(alrededor de un +/- 50% de la cepa silvestre, tabla 3), lo que sugiere que el 
recambio del mRNA está sujeto a un mecanismo de control global que asegura 
sus niveles entre ciertos parámetros, tal como ha sido propuesto por diversos 
autores (Braun & Young 2014; Bregman et al. 2011; Komili & Silver 2008; 
Perez-Ortin et al. 2011; Zhurinsky et al. 2010). 
 A principios del 2014, Schulz y colaboradores presentaron un trabajo en 
donde mediante la técnica de cDTA obtuvieron resultados que apoyan que el 
factor Rpb4 participa principalmente en la síntesis del mRNA, pero no en la 
degradación del mRNA citoplasmático, contradiciendo a los estudios previos de 
Lotan y colaboradores (2005) y Harel-Sharvit y colaboradores (2010). Schulz y 
colaboradores (2014), argumentan que una cepa con una fusión Rpb4-Rpb2 
introducida en una cepa doble mutante rpb2Δrpb4Δ, se rescata parcialmente 
los defectos de SR y DR que posee una cepa rpb4Δ. Sin embargo, en dos 
mutantes rpb4Δ distintos, ellos observan una caída global en la SR y la DR (en 
otras palabras, se sintetiza menos mRNA y éste es más estable). Aunque se 
demuestra que en la cepa que lleva la fusión Rpb4-Rpb2 el defecto 
transcripcional se rescata parcialmente, los autores no explican cómo en esta 
cepa se recupera el defecto en DR, si no que argumentan que Rpb4 no sería 
necesario para la degradación del mRNA debido a que en la cepa doble 
mutante el factor Rpb4 está principalmente en el núcleo unido a Rpb2, sin 
poder participar de la degradación. No obstante, las imágenes de microscopía 
presentadas en el trabajo de Schulz y colaboradores (2014) muestran también 
una localización citoplasmática de Rpb4 en el mutante con la fusión Rpb4-
Rpb2, que ellos atribuyen a la sobreexpresión de la fusión.  
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 Nuestros resultados muestran que respecto a la cepa silvestre, un 
mutante rpb4Δ posee una nTR levemente inferior, la SRap disminuye y la RSind 
junto a la RC aumentan, lo que apoya la idea de que el factor Rpb4 tiene un 
papel tanto en la síntesis como en la degradación del mRNA, ya que su 
ausencia produce un desacople en el recambio general del RNA. El incremento 
en la estabilidad que observamos a escala genómica en el mutante rpb4Δ fue 
confirmado mediante shut-off transcripcional para algunos genes individuales, 
observando la desaparición de su mRNA a través de tiempo mediante northern 
blot. 
 Es importante destacar que en nuestras determinaciones tomamos en 
cuenta el volumen celular y expresamos nuestros datos respecto al cambio de 
concentración frente a una cepa silvestre. Es decir, a diferencia de los 
resultados obtenidos mediante la técnica de cDTA en donde las unidades de la 
SR se entregan en cantidad de moléculas de mRNA por célula, nuestros 
resultados toman en cuenta el cambio de volumen celular entre cepas distintas, 
debido a que en las reacciones químicas lo que importa es la concentración de 
las moléculas, no su cantidad. 
 Se ha reportado que factor Rpb4 tiene un papel importante en la 
expresión de muchos de los genes de S. cerevisiae y que su ausencia afecta el 
reclutamiento de la TBP (Pillai et al. 2001). A pesar de la importancia de Rpb4, 
estudios transcriptómicos previos a los nuestros describieron que sólo algunos 
genes son diferencialmente expresados en un mutante rpb4Δ (Pillai et al. 
2003). En nuestro análisis por SAM no encontramos un número importante de 
genes diferencialmente expresados (4 en nTR y 6 en RC), pero utilizando la 
herramienta Fatiscan (Al-Shahrour et al. 2007), encontramos algunas 
categorías funcionales interesantes en los extremos de la distribución del 
cambio de expresión. A diferencia del estudio de Pillai y colaboradores (2003), 
nosotros encontramos un aumento de la expresión de genes relacionados con 
categorías funcionales involucradas en el metabolismo de azúcares, energía y 
traducción y un descenso en la expresión de genes involucrados en la 
transcripción, el metabolismo de aminoácidos y nucleótidos, algunas de las 
cuales coinciden con categorías halladas entre los datos del estudio de Schulz 
Resultados: Capítulo 1 
 
116 
y colaboradores (2014), lo que refuerza nuestras observaciones. La expresión 
de algunas de estas categorías son típicas durante la respuesta al estrés 
ambiental, sin embargo, a nivel transcriptómico nuestra cepa rpb4Δ mostró un 
índice de SGS bajo en comparación con las otras cepas mutantes estudiadas 
en este capítulo (tabla c1.2), indicando que la respuesta al estrés constitutiva 
que posee nuestra cepa rpb4Δ debido a su crecimiento lento es leve. Hay que 
señalar que diferentes cepas mutantes para el factor Rpb4 muestran fenotipos 
con alto SGS (Francisco Navarro, comunicación personal), lo cual indica que 
existen cepas con una supresión parcial del crecimiento lento. 
 El mutante rpb4Δ presenta un claro defecto de elongación 
transcripcional (figuras c1.10 B y c1.9 A-D). Además, los resultados de RPCC 
para la presencia y actividad de la RNA Pol II indican que la cantidad de 
moléculas de RNA Pol II (Rpb3), y en particular su actividad (CTD-Ser2 Rpb1 y 
GRO), es menor que en la cepa silvestre cuanto mayor es el nivel de actividad 
del gen, lo que sugiere un incremento en el backtrack y el drop-off de la RNA 
Pol II. Esto concuerda con la observación que indica que la nTR en rpb4Δ 
decae más con la longitud del gen en comparación con la caída que presenta la 
cepa silvestre (figura c1.11). Recientemente se ha descrito que el complejo 
Rpb4/7 interactúa física y funcionalmente con Ccr4-NOT durante la elongación 
transcripcional (Babbarwal et al. 2014). Ccr4-NOT se une al complejo de 
elongación de la RNA Pol II, permitiendo reiniciar la elongación durante pausas 
de la transcripción, mediante un mecanismo alternativo al de Dst1, 
promoviendo la elongación transcripcional y coordinando la transcripción con la 
degradación (Denis et al. 2001; Kruk et al. 2011). Estas observaciones sugieren 
que la ausencia de Rpb4 dificultaría que el complejo Ccr4-NOT participe 
correctamente durante las diversas etapas de la expresión génica en las que 
está envuelto (Reese 2013), provocando por ejemplo, defectos a nivel de 
elongación como los observados en el mutante rpb4Δ.  
 En cuanto a los mutantes dst1Δ y sfp1Δ, en ambos observamos que la 
SRap se acerca al nivel que tiene la cepa silvestre. Al inicio de este trabajo, se 
esperaba que el mutante dst1Δ poseyera una caída mayor en la síntesis del 
mRNA que la que hemos observado, debido a que la función del factor TFIIS 
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es rescatar a la RNA Pol II de la parada transcripcional. Por lo tanto su 
ausencia debiera provocar una acumulación de eventos de parada. Sin 
embargo, por RPCC y GRO hemos observados que la distribución de la RNA 
Pol II totales y activas no muestran importantes diferencias respecto a una 
cepa silvestre. Estas observaciones sugieren que la RNA Pol II posee 
mecanismos redundantes para superar la parada transcripcional. Es conocido 
que el complejo Ccr4-Not puede reactivar las RNA Pol II pausadas usando un 
mecanismo diferente e independiente del factor TFIIS, promoviendo el reinicio 
de la elongación cuando la RNA Pol II está detenida (Denis et al. 2001; Kruk et 
al. 2011), por ello, la eliminación de TFIIS realza el fenotipo que posee un 
mutante ccr4Δ (Denis et al. 2001). Recientemente se ha demostrado que el 
complejo Ccr4-NOT interactúa directamente con TFIIS, ayudando a que este se 
reclute al complejo de elongación de RNA Pol II pausadas. Por lo tanto, Ccr4-
NOT y TFIIS trabajan también de forma cooperativa para regular la elongación 
transcripcional (Dutta et al. 2015). 
 Por otro lado, en cepas mutantes relacionadas con factores de 
elongación no se ha observado defectos a nivel de elongación, sino más bien, 
se ha detectado en ellas una sensibilidad a drogas que reducen la 
disponibilidad de nucleótidos libres (como el 6-azauracilo), lo cual sí afecta a la 
procesividad de la RNA Pol II en ausencia de estos factores. Los autores de tal 
estudio concluyen que la función de los factores de elongación puede ser 
redundante y que individualmente cada factor puede ser importante sólo en 
condiciones en las que la elongación está comprometida (Mason & Struhl 
2005). Aún así, fue de nuestro interés estudiar a nivel genómico que ocurre con 
el recambio del mRNA al eliminar el factor de elongación TFIIS. Debido a que 
la RC en el mutante dst1Δ está levemente arriba de la cepa silvestre, la 
determinación indirecta de estabilidad entregue resulta en un incremento de 
ésta, lo que concuerda con lo confirmado por northern blot para algunos genes 
estudiados mediante shut-off transcripcional. Es decir, la ausencia de dst1Δ 
provoca un efecto en la estabilidad del mRNA a través de algún mecanismo 
que desconocemos. Es probable que durante la elongación transcripcional, 
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algunos factores que influyen en el recambio del mRNA se acoplen a las 
mRNPs través de un mecanismo en el que el factor Dst1 sea necesario.  
 Respecto al mutante sfp1Δ, la predicción de estabilidad sugiere que 
ocurre una desestabilización general del mRNA, lo cual no hemos logrado 
confirmar por shut-off transcripcional con tiolutina. Es posible que en este 
mutante la SRap medida por GRO se esté sobrevalorando por algún motivo 
desconocido. Si la SRap fuera la mitad de la que hemos estimado, no habría 
cambio en la estabilidad de los mensajeros. Sin embargo, también cabe la 
posibilidad que la [mRNA] por la cual se ajustó la RC sea mayor que la 
estimada. Mientras que la proporción (mRNA/RNA total) relativa a la cepa 
silvestre es de 0.97, la [RNA total] es de 0.51, lo cual resulta en que la [mRNA] 
relativa de sfp1Δ sea de 0.49 (tabla c3.1). Por lo tanto, la baja [mRNA] 
determinada en este mutante es consecuencia de una disminución de la [RNA 
total], lo cual ocasiona que la estimación de la RSind indique una 
desestabilización general de los mensajeros. Por otro lado, cabe destacar que 
para poder obtener los datos genómicos de RC fue necesario realizar una 
purificación adicional del mRNA, debido a que con el protocolo tradicional que 
se utiliza en nuestro laboratorio no obtuvimos cDNA marcado a partir del mRNA 
de esta cepa. Esto demuestra que trabajar con el RNA de sfp1Δ tiene 
complicaciones que escapan al comportamiento normal de otras cepas. Por 
otro lado, es posible que en este mutante el shut-off transcripcional por tiolutina 
nos haya entregado valores de estabilidad sobrevalorados, debido a que en 
comparación a otras metodologías, como las que utilizan precursores 
metabólicos, el shut-off transcripcional entrega valores de vida media 
superiores. Pensamos que esto se debe a que la tiolutina estresa a la célula, lo 
que en una cepa sfp1Δ que ya de por sí posee un fenotipo ESR constitutivo 
(SGS alto), podría alterar aún más la determinación de la vida media, 
entregando valores superiores a los que se podrían medir con otras 
metodologías no estresantes, como la determinación de RSind. Sin duda, el 
factor Sfp1 es importante para la regulación génica global, y su eliminación 
causa defectos importantes sobre la célula, los cuáles dificultan el trabajo con 
esta cepa. 
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 En esta línea, estudios recientes realizados en grupos colaboradores 
(Moran Kelbert, comunicación personal,(Molinero 2014), sugieren que este 
factor transcripcional podría estar involucrado no sólo en la regulación de los 
genes relacionados con la biogénesis de ribosomas, sino que podría ser 
partícipe de la regulación génica a nivel global, debido a que se ha observado 
que Sfp1 interacciona con componentes del complejo SAGA, del NPC y de la 
RNAP Pol II (complejo Rpb4/7), además, Sfp1 es exportado desde el núcleo al 
citoplasma, evento que depende de la actividad transcripcional, por lo que se 
piensa que Sfp1 es exportado como una RNP y que podría estar acompañando 
al mRNA a través de toda su vida como una sintegradasa, es decir, como un 
factor que está involucrado tanto en la síntesis como en la degradación del 
RNA mensajero. Además, se ha descrito que Sfp1 participa del control de la 
terminación de la traducción mediante la regulación de la expresión de Sup35 
(Drozdova et al. 2013), lo que refuerza el posible papel de Sfp1 en la regulación 
global de la expresión génica. Asimismo, los resultados mostrados en este 
capítulo han recolectado evidencias que indican que en un mutante sfp1Δ tiene 
deficiencia en la expresión de genes relacionados con la traducción, la 
biogénesis de ribosomas, el ciclo celular, el metabolismo del mRNA y el de 
carbohidratos (tabla c1.1), categorías que se relacionan principalmente con una 
respuesta tipo ESR, indicando que la eliminación del factor Sfp1 provoca un 
importante patrón de expresión génica de respuesta al estrés. En este caso, es 
posible que sea el defecto de transcripción en los genes RP y RiBi el que 
provoque el crecimiento lento de la cepa sfp1Δ (tabla c3.1), y por lo tanto, el 
patrón de expresión de ESR. 
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c2.1 Antecedentes 
 La expresión génica en eucariontes requiere una maquinaria celular 
compuesta por diversos elementos, en ocasiones separados físicamente. 
Desde hace algunos años, algunos autores han propuesto que la expresión 
génica en eucariontes está compuesta por una extensa red que coordina las 
actividades de cada una de las etapas de la maquinaria (Maniatis & Reed 
2002). Cómo se indica en el apartado 4 de la introducción, diversas evidencias 
han demostrado la comunicación que ocurre entre las etapas sucesivas de la 
regulación génica. Entre estas evidencias, es destacable el hallazgo que 
demostró elementos cis presentes en el promotor de genes idénticos pueden 
modificar la estabilidad del RNA mensajero demostrando que la unión de 
factores trans reguladores como Rap1, influyen sobre la estabilidad del mRNA 
(Bregman et al. 2011; Trcek et al. 2011). 
 Como se ha descrito en el capítulo anterior, factores implicados en la 
transcripción, tales como Rpb4, influyen en las etapas posteriores del recambio 
del mRNA (Goler-Baron et al. 2008; Harel-Sharvit et al. 2010). Por su parte, 
está documentado que cada una de las etapas de la regulación génica 
dependen del correcto funcionamiento de los sucesos previos a estas (revisado 
en(Bentley 2014; Braun & Young 2014; Haimovich et al. 2013a; Komili & Silver 
2008). En conjunto, estas observaciones indican la existencia de una 
comunicación entre los mecanismos de síntesis y degradación. 
 Al inicio de este trabajo, la posibilidad que existiera una comunicación en 
sentido inverso entre los mecanismos de degradación del mRNA y su síntesis 
no se había explorado. Por tal motivo, utilizando la técnica de GRO, nos 
planteamos estudiar los parámetros globales relacionados con el recambio del 
mRNA en cepas mutantes para los factores de degradación Xrn1, Rai1 y Upf1. 
Elegimos estos factores porque participan de distintas rutas celulares que 
desembocan en la degradación del RNA mensajero.  
 En levaduras, luego de la eliminación del extremo 3’ poli (A) por 
desadenilasas, el mRNA puede ser degradado por una de las dos principales 
vías de degradación citoplasmáticas. El complejo enzimático formado por las 
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subunidades Dcp1 y Dcp2 degrada la caperuza del mRNA desadenilado, 
dando paso a la digestión en dirección 5’ a 3’ por el factor Xrn1. La ausencia de 
este factor no resulta letal para S. cerevisiae, pero su pérdida tiene múltiples 
efectos fisiológicos (Larimer et al. 1992; Long & McNally 2003).En nuestro 
trabajo, se estudió el efecto a escala genómica en el recambio del mRNA que 
produce la eliminación de la ruta exonucleasa 5' a 3' mediada por Xrn1, 
utilizando un mutante nulo (xrn1Δ) y un mutante puntual (xrn1D208A), el cual 
produce una proteína catalíticamente inactiva.  
 La proteína Rat1, conocida también como Xrn2 por su alta homología 
con Xrn1 (Kenna et al. 1993), es una enzima nuclear esencial para la célula 
(Amberg et al. 1992). Está involucrada en la maduración del rRNA (Henry et al. 
1994), la elongación y la terminación transcripcional (Jimeno-Gonzalez et al. 
2010; Kim et al. 2004b) y en la degradación nuclear de mRNA aberrantes (Jiao 
et al. 2010). En levaduras, Rat1 posee una asociación directa al factor Rai1 
(Xue et al. 2000). Rai1 no es esencial para la célula (Xue et al. 2000), y su 
actividad catalítica degrada la caperuza del mRNA, principalmente la de 
caperuzas mal metiladas, lo que indica que Rai1 posee un papel importante en 
la eliminación nuclear de mRNAs aberrantes (Jiao et al. 2010), además, su 
presencia estimula directamente la actividad de Rat1, siendo necesaria también 
para el procesamiento del rRNA (Xiang et al. 2009; Xue et al. 2000). 
 El tercer factor elegido fue Upf1. Este factor participa de la ruta de 
vigilancia Nonsense Mediated Decay, NMD, la cual elimina los mRNAs cuya 
secuencia posee errores que podrían causar que la traducción acabe 
prematuramente (revisado en(Baker & Parker 2004; Kervestin & Jacobson 
2012). El factor Upf1 es necesario para el recambio de mRNAs que poseen un 
codón de terminación prematuro en su secuencia (Leeds et al. 1991), 
identificando los mRNAs aberrantes, impidiendo su traducción y dirigiéndolos 
hacia la maquinaria de degradación del RNA (Kervestin & Jacobson 2012). 
Posee actividad RNA helicasa y es el principal efector de la ruta NMD, siendo 
regulado por Upf2 y Upf3, con quienes interactúa. Además, el factor Upf1 está 
involucrado en el direccionamiento del mRNA hacía los P-bodies (Sheth & 
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Parker 2006). Estas observaciones sugieren que el factor Upf1 posee un papel 
importante durante el recambio del mRNA. 
 Es de nuestro interés estudiar a escala genómica qué efectos tiene la 
eliminación de los factores mencionados sobre los procesos síntesis y 
degradación asociados al recambio del mRNA, para determinar si existen 
evidencias de una comunicación desde la maquinaria de degradación hacia la 
de transcripción. 
 
c2.2 Tasa de transcripción global 
 De forma similar al inicio del capítulo anterior (apartado c1.2), se estudió 
la incorporación total de radioactividad durante la reacción de GRO en las 3 
cepas mutantes, lo cual da cuentas de la transcripción global realizada por la 
RNA Pol I, II y III. Luego del pulso transcripcional, el RNA marcado 
radioactivamente fue aislado y la radioactividad incorporada fue cuantificada 
como se describe en el apartado m8.2 de Materiales y métodos. La figura c2.1 
muestra la incorporación de radioactividad relativa a la cepa silvestre. El 
mutante rai1Δ tiene una incorporación levemente inferior, mientras que la cepa 
xrn1D208A posee una disminución considerable de esta. Sin embargo, la 
incorporación de radioactividad en los mutantes xrn1Δ y upf1Δ es cercana a la 
de la cepa silvestre. Estos resultados indican que al afectar a los procesos en 
los que están envueltos los factores Xrn1 y Rai1, la transcripción global se 
perturba. No obstante, este resultado puede estar en parte influenciado por el 
crecimiento lento que tienen estas cepas (tabla c3.1), lo que a su vez se 
relaciona con una menor tasa de transcripción, sobre todo de la RNA Pol I y III, 
pero también de la RNA Pol II (García-Martínez et al, 2015). 
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Figura c2.1. Incorporación relativa de radioactividad durante la reacción de 
Genomic Run-On. Las barras muestras la incorporación de la radioactividad 
relativa a cada cepa silvestre durante el marcaje de Run-On. La incorporación 
del mutante upf1Δ fue relativizada a la cepa silvestre BY4741, mientras que 
para las cepas mutantes en los factores Xrn1 y para rai1Δ la incorporación de 
radioactividad fue relativizada a la cepa silvestre YMC458. Esta cuantificación 
es la suma de la actividad transcripcional de las RNA polimerasas I, II y III. Las 
barras representan el promedio de 3 experimentos, mientras que las líneas de 
error muestran la desviación estándar de las réplicas. 
 
c2.3 Análisis de la nTR de la RNA Pol II, de la RC y la RSind 
 De forma similar al apartado c1.4, utilizando la técnica de GRO se 
determinó la tasa de transcripción y la concentración de mRNA a escala 
genómica en cepas mutantes para los factores Xrn1, Rai1 y Upf1. Los datos 
obtenidos desde GRO fueron corregidos utilizando el contenido de DNA 
genómico determinado por citometría de flujo (tabla c3.1) para calcular la nTR, 
y paralelamente fueron corregidos por el cambio de volumen celular relativo a 
la cepa silvestre para estimar la SRap. Los datos de mRNA maduro fueron 
corregidos por la concentración de mRNA total relativa (tabla c3.1) como se 
describe en el apartado m7 de Materiales y métodos. Técnicamente, el 
experimento de GRO para los mutantes en Xrn1 y Rai1 fue realizado en 
conjunto, tomando como cepa silvestre de referencia a YMC458. Por otro lado, 
la señal de hibridación de los experimentos para estas cepas fue corregida por 
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la señal obtenida de la hibridación de un marcaje de DNA genómico como se 
describe en el apartado m8.6 de Materiales y métodos, con el objetivo de 
eliminar las diferencias entre los macroarrays utilizados. Por tal motivo, sus 
datos son presentados aparte de los obtenidos para el estudio del factor Upf1, 
experimento en el que las diferencias entre macroarrays fueron corregidas 
intercambiando sus usos entre réplicas experimentales. Además, la cepa que 
se utilizó como referencia para la cepa upf1Δ fue la cepa silvestre BY4741. 
 La figura c2.2 muestra los valores genómicos obtenidos por GRO para 
las cepas mutantes xrn1Δ, xrn1D208A y rai1Δ. En el panel A se muestra la 
comparación de la nTR de la cepa silvestre YMC458 frente a los mutantes 
xrn1Δ, xrn1D208A y rai1Δ. La correlación entre la cepa silvestre y las cepas 
mutantes xrn1Δ y xrn1D208A es similar (R-Pearson 0.81 y 0.79), además, la 
correlación entre ambas cepas mutantes es alta (R-Pearson 0.9). Esto indica 
que el efecto que produce la eliminación o la inactivación del factor Xrn1 es 
similar. Por el contrario, la cepa mutante rai1Δ posee una correlación mayor (R-
Pearson 0.85) con la cepa silvestre más que con las cepas mutantes xrn1Δ y 
xrn1D208A (R-Pearson 0.77 y 0.78). Por otro lado, en esta figura se muestra que 
las nubes de la comparación entre la cepa silvestre y los mutantes están 
desplazadas arriba de la bisectriz. Esto indica que en los mutantes hay una 
caída de transcripción de la RNA Pol II respecto a la cepa silvestre. El panel B 
muestra mediante un gráfico de cuadros y bigotes las diferencias en nTR de 
cada cepa respecto de la cepa silvestre. Así, la mediana de la nTR cae a un 
valor de 0.12 en el mutante xrn1D208A, a 0.22 en la cepa xrn1Δ y a 0.72 en la 
cepa rai1Δ respecto de la cepa silvestre, lo que pone en evidencia los 
importantes defectos transcripcionales que poseen estas cepas a nivel de la 
transcripción mediada por la RNA Pol II.  
 El panel C muestra la dispersión de la RC para las cepas mutantes 
respecto a la cepa silvestre. La posición de las nubes fue corregida por la 
concentración de mRNA determinado como se indica en el apartado m7 de 
Materiales y métodos, según los valores presentados en la tabla c3.1. La 
diferencia en la concentración de RNA poliadenilado se muestra en el panel D, 
en donde la mediana de la RC aumenta en un 9% en la cepa xrn1D208A, 
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disminuye un 18% en la cepa xrn1Δ y cae un 15% en la cepa rai1Δ respecto a 
la cepa silvestre. Esto quiere decir que en el mutante puntual hay una leve 
acumulación de mensajeros, mientras que los mutantes nulos poseen una leve 
disminución en la concentración del mRNA. Si recordamos el modelo de 
piscina presentado en la introducción (figura i.4), al eliminar los factores de 
degradación se espera que el mRNA aumente sus niveles, debido a que la 
maquinara de síntesis continúa aportando nuevas moléculas de mRNA, sin que 
estas sean retiradas. Nuestros resultados indican que los niveles del mRNA 
permanecen dentro de ciertos valores, lo cual sugiere que la célula, por algún 
mecanismo aún no descrito, percibe que el mRNA no es degradado, 
disminuyendo su síntesis. Entonces, para que el mRNA se mantenga dentro de 
ciertos niveles, la célula debe disminuir la síntesis de nuevas moléculas, tal 
como hemos observado en ambos mutantes para Xrn1y en el mutante rai1Δ. 
 El cálculo de RSind indica que de acuerdo a los niveles de RC y SRap 
determinados (tabla c2.6), en ambos mutantes para el factor Xrn1 la estabilidad 
de los mensajeros aumenta considerablemente respecto a la cepa silvestre, 
con un incremento aproximado de 8 veces en el mutante xrn1Δ y de 16 veces 
en el mutante puntual xrn1D208A. Sin embargo, para el mutante rai1Δ la RSind se 
mantiene al mismo nivel del de la cepa silvestre (figura c2.2 E y F). En este 
mutante tanto la síntesis como la concentración de mensajeros disminuyen en 
la misma proporción, provocando que a escala global la estabilidad en este 
mutante no varíe respecto de la que posee una cepa silvestre. Concluimos que 
los niveles de mRNA se mantienen dentro de un nivel homeostático por 
compensación de las tasas de síntesis y degradación. 
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Figura c2.2. Valores genómicos para la nTR, RC y RSind de las cepas 
xrn1D208A, xrn1Δ y rai1Δ. Los valores genómicos de las cepas mutantes fueron 
comparados con la cepa de tipo silvestre YMC458. Los datos de las nubes de 
puntos están expresados en log2, mientras que para los gráficos de cuadros y 
bigotes, los parámetros han sido ajustados a la mediana de la cepa silvestre 
con un valor de 1.  
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 La figura c2.3 muestra los datos genómicos del experimento de GRO 
para la cepa upf1Δ y la cepa silvestre BY4741. Es importante destacar que el 
contenido de gDNA de la cepa upf1Δ es similar al de la cepa silvestre BY4741 
(tabla c3.1), por lo tanto los datos de nTR muy cercanos a los obtenidos desde 
la señal cuantificada desde GRO. Sin embargo, el volumen celular de la cepa 
upf1Δ es superior al de la cepa silvestre (tabla c3.1), por lo que su SRap es 
menor de la que posee la cepa silvestre. La comparación de la nTR entre 
ambas cepas muestra una alta correlación (R-Pearson de 0.99) y una baja 
dispersión (figura c2.3 A), lo que indica que la eliminación del factor Upf1 no 
produce alteraciones importantes en la transcripción. En ese sentido, la nTR 
del mutante upf1Δ es un 9% inferior a la de la cepa silvestre, mientras que la 
SRap es un 25% menor a la de la cepa silvestre (panel D), por lo tanto, las 
variaciones en la transcripción en el mutante upf1Δ son sólo en el nivel de 
transcripción y no en cómo se distribuyen los genes dentro del conjunto de 
datos. En el panel B se muestra que la comparación entre la RC de la cepa 
silvestre y el mutante upf1Δ posee una mayor dispersión que en la nTR, lo cual 
indica la existencia de diferencias en los niveles del mRNA maduro en el 
mutante upf1Δ. En este mutante la concentración de mRNA es un 38% menor 
a la de la cepa silvestre (panel D) según la determinación realizada para la 
concentración de mRNA (tabla c3.1). Los niveles de SRap y RC calculados 
indican que la RSind es menor en la cepa mutante upf1Δ (panel D). En conjunto, 
estos resultados indican que la ausencia del factor Upf1 no afecta a la nTR de 
los genes de forma selectiva, pero provoca alteraciones en los niveles de 
estabilidad, en la tasa de síntesis y en la concentración del mRNA maduro 
respecto a los niveles que tiene la cepa silvestre, lo que indica que el factor 
Upf1 no sólo participa de la degradación de mRNAs defectuosos que poseen 
un codón prematuro de terminación de la traducción, sino que también participa 
del recambio de diversas clases de mRNAs como ha sido propuesto en otros 
trabajos que han estudiado los niveles de mRNA maduro en cepas carentes de 
Upf1 (He et al. 2003; Lelivelt & Culbertson 1999; Sayani et al. 2008). Esto 
queda en evidencia en el gráfico de cuadros y bigotes del panel D, en el cual se 
resumen los datos genómicos del mutante upf1Δ.  
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Figura c2.3. Valores genómicos para la nTR, SRap, RC y RSind de la cepa upf1Δ y la 
cepa silvestre BY4741. Las figuras A, B y C muestran las nubes de puntos obtenidas 
de la comparación entre los datos genómicos de transcripción naciente (nTR), la 
concentración (RC) y la estabilidad del mRNA (RSind), junto a la correlación de 
Pearson para cada parámetro. Los datos están expresados en escala logarítmica 
(log2). La figura D muestra un gráfico de cuadros y bigotes con los valores 
genómicos, en donde los datos han sido ajustados a la mediana de la cepa silvestre 
a un valor igual a 1 para facilitar la observación del cambio de los valores en la cepa 
upf1Δ. Los números dentro de las cajas indican la mediana del conjunto de datos de 
cada parámetro.  
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 Igualando los niveles de la distribución del conjunto de datos de SRap, 
RC y RSind de 4361 genes comunes entre las 5 cepas estudiadas en este 
capítulo, se realizó un mapa de calor (heatmap) con la información de estos 
parámetros normalizados mediante Z-score para comparar las posiciones 
internas de los genes en la expresión de cada cepa (figura c2.4). En la figura el 
color verde muestra a los genes que tienen un una posición baja dentro de la 
distribución, mientras que los genes en rojo están posicionados en la parte 
superior de la distribución. Se muestra que la SRap entre las cepas mutantes 
para el factor Xrn1 así como la cepa rai1Δ poseen un perfil de síntesis similar al 
de la cepa silvestre YMC458, lo que indica que las diferencias transcripcionales 
en estas cepas se deben principalmente a una disminución global de los 
niveles de transcripción de la RNA Pol II (figura c2.2). En ese sentido, el 
mutante upf1Δ también posee un perfil de síntesis muy parecido al de la cepa 
silvestre BY4741. Resultados parecidos se observan en los datos de RC, en 
donde los mutantes poseen un perfil de RC similar a la cepa silvestre, sin 
mostrar un cambio importante en la distribución de los genes. No obstante, si 
comparamos la distribución de la SRap y la RC, se puede observar regiones de 
alta transcripción y baja concentración de mRNA, así como también de baja 
transcripción y alta concentración, la cuales han sido marcadas por corchetes 
numerados. Esto indica que el recambio del mRNA de los grupos 2, 3 y 4 se 
regula principalmente a través de la estabilidad del mRNA. El primer grupo 
corresponde a genes de alta transcripción y alta estabilidad, el que está 
enriquecido en categorías relacionadas con la traducción (GO:0006412), el 
procesamiento del rRNA (GO:0006364) y con procesos metabólicos 
(GO:0008152 & GO:0009059). El segundo grupo corresponde a genes de baja 
transcripción y alta estabilidad, el cual está enriquecido en genes involucrados 
en la reparación del DNA (GO:0006302) y con la actividad endonucleasa 
(GO:0004519), mientras que el grupo 3 y 4 corresponden a genes de alta y 
media transcripción, pero baja estabilidad, es decir, de alto recambio. Estos 
grupos están enriquecidos en genes relacionados con la regulación negativa de 
la transcripción (GO:0000122) y regulación de procesos metabólicos 
(GO:0019222). Estos resultados indican que las células poseen distintas 
estrategias para controlar el recambio global del mRNA. 
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Figura c2.4. Mapa de calor para la SRap, RC y RSind de las cepas mutantes 
para los factores de degradación. La figura muestra el nivel de expresión y de 
estabilidad del mRNA de 4361 genes comunes entre las cepas estudiadas en 
este capítulo. El color rojo destaca a los genes cuyo nivel de expresión es alto, 
mientras que en verde se marca a los genes de bajo nivel de expresión. Los 
datos del heatmap corresponden al Z-score log2 del conjunto genómico de 
datos. El corchete [1] marca a genes que en su mayoría son de alta 
transcripción y alta estabilidad, mientras que el corchete [2] agrupa a genes de 
baja transcripción y alta estabilidad. Los corchetes [3] y [4] corresponden a 
genes de alta y media transcripción pero de baja estabilidad. 
 
   SRap       RC                         RSind  
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c2.4 Cambio de la nTR con la longitud del gen y distribución de la RNA Pol II 
 Como se explica en el apartado c1.9, se estudió la relación de cambio de 
la nTR entre las cepas mutantes y la cepa silvestre en función de la longitud de 
los ORFs. Este tipo de representaciones permite explorar si la relación de 
cambio en nTR correlaciona con la longitud de los genes transcritos, lo que 
indica defectos en la elongación transcripcional. Para realizar este estudio, se 
utilizó ventanas deslizantes del promedio de 200 datos para genes de hasta 2 
kb de largo por las razones explicadas en el apartado c1.9. 
 La figura c2.5 muestra las representaciones del cambio de nTR respecto 
a la longitud de los genes. En los paneles A, B y C se muestra que las cepas 
xrn1D208A, xrn1Δ y rai1Δ tienen una pendiente negativa en la relación de nTR 
respecto a la cepa silvestre, lo que indica defectos en la elongación 
transcripcional, posiblemente porque los genes más largos posean una mayor 
frecuencia de eventos de pausa y/o caída de la RNA Pol II (backtrack & 
dropoff). Por el contrario, la cepa upf1Δ tiene un perfil ruidoso, sin una 
tendencia clara (panel D). Esto indica, al igual que los resultados presentados 
en la figura c2.3, que la deficiencia de upf1Δ no tiene un efecto importante 
sobre la transcripción. 
 Para confirmar el defecto causado sobre la elongación transcripcional 
por la ausencia del factor Xrn1 se utilizó una variante de las técnicas RPCC & 
GRO que utiliza macroarrays con sondas de 300 pb para los extremo 3' y 5' de 
un mismo gen (descrita en el apartado m8.4 y m10 de Materiales y métodos). 
Esto permite identificar sesgos en la posición (RPCC) y en la actividad (GRO) 
de la RNA Pol II (Rodriguez-Gil et al. 2010). En la figura c2.4 E se muestra que 
en las cepas mutantes hay un sesgo en la presencia de la RNA Pol II hacia 3' 
(RPCC) mayor que en la cepa silvestre, mientras que en la actividad de la RNA 
Pol II (GRO) sólo hay una leve diferencia respecto a la cepa silvestre hacia 3' 
en el mutante puntual. Este resultado apoya a las conclusiones anteriores 
(paneles A y B), y sugiere que la disminución de la nTR con la longitud de los 
genes podría deberse a fenómenos de RNA Pol II atascadas (backtracked) en 
las regiones 3' de los genes. 
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Figura c2.5. Cambio de la nTR con la longitud del gen y distribución de la RNA 
Pol II en las cepas mutantes para el factor Xrn1. En la abscisas de los paneles 
A, B, C y D se muestra la longitud de los ORF y en la ordenada el log2 de la 
relación entre el mutante (indicado en cada panel) respecto a su cepa silvestre. 
Las líneas rojas sobre estos paneles representan la línea de tendencia de la 
ventana deslizante. En el panel E se muestran los resultados obtenidos 
mediante la variante 3'/5' de RPCC & GRO para las cepas mutantes en el 
factor Xrn1 (en rojo y azul) en comparación con la cepa silvestre (en gris). Las 
barras corresponden al promedio de la relación de la señal para los extremos 3' 
y 5' de los genes de dos experimentos para cada condición. 
C D 
A B xrn1D208A xrn1Δ 
rai1Δ upf1Δ 
E 
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c2.5 Estudio directo de la estabilidad de los mensajeros en los mutantes para el 
factor Xrn1 
 Dado el aumento en estabilidad del mRNA que predice el cálculo 
indirecto para las cepas mutantes en el factor Xrn1 (figura c2.2 F), nos interesó 
confirmar tales resultados. Para esto, se realizó shut-off transcripcional con la 
droga tiolutina, tal como se describe en el apartado m9 de Materiales y 
métodos. Primero, se estudió la estabilidad del mRNA de algunos genes 
mediante northern blot. Como se muestra en la tabla c2.1, todos los genes 
utilizados mostraron un incremento en su vida media respecto a la cepa 
silvestre, confirmando que la estabilidad del mRNA aumenta. Además, en esta 
tabla se incluyen datos de vida media determinados utilizando la misma 
metodología, proporcionados por nuestro colaborador Gal Haimovich 
(comunicación personal), los que en conjunto fueron utilizados para corregir los 
datos de vida media determinados a escala genómica.  
Tabla c2.1. Vida media determinada por shut-off transcripcional de algunos 
genes en las cepas mutantes para el factor Xrn1. La tabla muestra los valores 
de vida media en minutos determinada mediante el decaimiento a través del 
tiempo de la cantidad de mRNA luego de shut-off transcripcional. Se consideró 
como válidos los valores cuya vida media está por debajo de los 200 minutos. 
En gris se presentan los genes que fueron proporcionados por nuestro 
colaborador Gal Haimovich. 
 
 
 Debido a que todos los genes que estudiamos mediante northern blot 
presentaron un aumento considerable en su vida media en los mutantes para el 
Gen YMC458 (WT) xrn1Δ xrn1D208A
ACT1 57.8 >200 177.7
RPL17 33.0 86.6 >200
RPL20B 24.3 141.9 >200
RPA43 27.0 129.9 >200
NOP4 35.5 >200 >200
NSR1 9.5 44.5 38
YDJ1 27 53.5 47
UTP21 17 39 34
URA7 25 60 70
TEF4 34 110 80
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factor Xrn1, extendimos el estudio de shut-off transcripcional a escala 
genómica. Se realizó una retrotranscripción del mRNA extraído a distintos 
tiempos después del shut-off (0, 5, 12, 25, 45 y 60 min), en presencia de dCTP 
marcado con 33P como se describe en el apartado m9 de Materiales y métodos. 
El cDNA obtenido fue hibridado en macroarrays idénticos a los utilizados en 
GRO (Alberola et al. 2004). Se procesaron sólo los datos que superaron en un 
30% el fondo local de cada macroarray y fueron considerados como válidos 
sólo los valores para los genes cuya correlación de Pearson a través del tiempo 
fuera superior a 0.6. El decaimiento global fue ajustado utilizando el 
decaimiento de los datos de vida media de los genes individuales presentados 
en la tabla c2.1. Fueron considerados válidos sólo los genes que no superaran 
una vida media de 200 minutos en la cepa silvestre. Bajo estas condiciones, 
obtuvimos un conjunto de datos para el decaimiento de 1916 genes para las 3 
cepas estudiadas. A partir de la vida media (HL), se calculó la constante de 
degradación kd (HL = Ln 2 / kd). Utilizando los datos de RC presentados en el 
apartado anterior y combinándolos con los datos de kd calculados, se 
determinó el valor de DR para el conjunto de 1916 genes según la ecuación: 
DR = kd * RC 
 En la figura c2.6 se muestran los resultados obtenidos del estudio de la 
vida media del mRNA en las cepas mutantes para el factor Xrn1. En el panel A 
se muestra el decaimiento del mRNA de los genes ACT1 y RPL17 
determinados por northern blot, cuyos valores se indican en la tabla c2.1, 
mientras que en el panel B se muestra un gráfico de densidad de la distribución 
de HL determinada a nivel genómico. Las líneas punteadas muestran la 
mediana de cada distribución. La HL incrementa sus valores 2.6 veces en el 
mutante puntual, mientras que en el mutante nulo incrementa 2.4 veces 
respecto a la cepa silvestre. Ambos resultados (panel A y B) muestran un 
aumento global de la estabilidad, en el mismo sentido que los resultados 
obtenidos para la determinación de RSind (figura c2.2 F). En el panel C se 
muestra un grafico de cuadros y bigotes realizado con la diferencia DR y nTR 
entre los mutantes y la cepa silvestre. La DR fue dividida en dos grupos: genes 
en los que la DR de sus mRNAs cae moderadamente y cuya DR cae 
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fuertemente. Al compararse estos grupos con el cambio en nTR se encontró 
que los mRNAs cuya DR cae fuertemente son los que poseen mayor caída en 
transcripción. En otras palabras, los mRNAs que menos se degradan son los 
que poseen un mayor defecto en su síntesis. Esto indica que la degradación y 
la síntesis del mRNA son dos procesos que están comunicados entre ellos, 
debido a que deficiencias en la degradación de los mensajeros inducen 
cambios sobre los niveles de transcripción del mRNA. 
 
 
 
Figura c2.6. Determinación directa de la estabilidad del mRNA en las cepas 
mutantes para el factor Xrn1. El panel A muestra la imagen de un northern blot 
para los genes ACT1 y RPL17, cuya vida media se indican en la tabla c2.1. Se 
utilizó como control de carga el rRNA 28s. En el panel B se muestra un gráfico 
de densidad para la distribución de la vida media de 1916 genes en las cepas 
xrn1D208A (azul), xrn1Δ (verde) y silvestre (rojo). En líneas discontinuas se 
marca la mediana de cada distribución, cuyo valor está indicado al costado de 
cada línea en el mismo color. En el panel C se muestra a través de un gráfico 
de cuadros y bigotes la diferencia en nTR con la caída en DR, subdividida en 
grupo de caída moderada y caída fuerte.  
C B 
A 
 YMC458 (WT)                                  xrn1D208A                                        xrn1Δ 
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c2.6 Categorías funcionales con cambio significativo en nTR y RC 
 Como se explicó en el apartado c1.5 del capítulo 1, se utilizaron dos 
estrategias para estudiar las categorías funcionales con cambio significativo en 
la nTR y la RC de los mutantes respecto a la cepa silvestre. Primero, se usó la 
herramienta Fatiscan, del conjunto de herramientas bioinformáticas Babelomics 
V4 (Medina et al. 2010). De los resultados obtenidos, se eliminaron las 
categorías funcionales redundantes utilizando la herramienta online REVIGO 
(Supek et al. 2011). Luego, las categorías encontradas por Fatiscan fueron 
comparadas con las categorías de los genes diferencialmente expresados 
identificados utilizando la herramienta SAM (Tusher et al. 2001), explicada en el 
apartado c1.5. Los datos que se utilizaron para la búsqueda de Fatiscan 
corresponden al cambio de la razón [mutante / cepa silvestre], respetando las 
diferencias biológicas de cada cepa, mientras que para SAM se utilizaron los 
valores normalizados por cuantiles, lo cual elimina las diferencias biológicas, 
pero conserva la posición de los genes dentro de la distribución. Entonces, los 
resultados obtenidos mediante Fatiscan corresponden a los grupos de genes 
que poseen un sesgo hacia los extremos de la distribución entre las cepas 
mutantes respecto a la cepa silvestre, mientras que en SAM se identifican los 
genes que cambian su distribución dentro del conjunto de datos. Por lo tanto, 
se hablará de sobreexpresión en referencia a los grupos de genes cuyo valor 
de cambio es significativamente superior en la cepa mutante respecto a la cepa 
silvestre, y de infraexpresión a los genes cuyo valor de cambio es 
significativamente menor en la cepa mutante respecto a la cepa silvestre. 
 La tabla c2.2 muestras los resultados obtenidos por ambas 
metodologías, en donde se destacan en color rojo las categorías que coinciden 
entre ambas búsquedas. Respecto a las categorías funcionales cuyos genes se 
sobreexpresan, destacan en el mutante rai1Δ a nivel de nTR y RC genes 
relacionados con el plegamiento de proteínas y con la comunicación celular. En 
la sobreexpresión diferencial del mutante xrn1D208A destacan categorías 
relacionadas con el transporte de proteínas, metabolismo de carbohidratos, 
ciclo celular y con el procesamiento del mRNA. Por su parte, en el mutante 
xrn1Δ se encontró una sobreexpresión en categorías similares al mutante 
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xrn1D208A, destacando además categorías involucradas la organización del 
citoesqueleto de actina, la división celular y nuclear. Finalmente, en el mutante 
upf1Δ se encontró una sobreexpresión en categorías relacionadas con el 
metabolismo de diversos compuestos orgánicos. 
 En cuanto a las categorías que se infraexpresan, en las cepas mutantes 
rai1Δ, xrn1D208A y xrn1Δ se encontró a nivel de nTR y RC categorías similares 
utilizando las dos aproximaciones de búsqueda (Fatiscan & SAM). En estas 
categorías, destacan los genes relacionados con la biogénesis de ribosomas, 
con el metabolismo del RNA, rRNA y DNA, así como también con la traducción. 
Estas categorías sugieren defectos a nivel del recambio del mRNA, del DNA y 
de la traducción de proteínas, las que generalmente están asociadas a la 
respuesta al estrés (Gasch et al. 2000). Por su parte, en el mutante upf1Δ se 
encontraron categorías en nTR y RC involucradas en el metabolismo y 
procesamiento del RNA, la traducción, la organización del citoesqueleto y la 
división celular. 
 Las categorías diferenciales identificadas para las cepas mutantes en el 
factor Xrn1 (y en menor medida para el mutante upf1Δ), sugieren en RC un 
patrón de expresión relacionado con la respuesta a estrés ESR (Gasch 2003; 
Gasch et al. 2000). Tal patrón puede estar provocado por el crecimiento lento 
que experimenta cada mutante (tabla c3.1) como consecuencia de la 
eliminación de los factores estudiados. Utilizando la herramienta bioinformática 
descrita en el apartado c1.5 y publicada en el estudio de O'Duibhir y 
colaboradores (2014) se determinó el índice de SGS. La tabla c2.3 muestra el 
valor de SGS de cada cepa mutante respecto a la cepa silvestre. Este valor es 
casi nulo para la cepa rai1Δ, levemente superior para upf1Δ, y alto para los 
mutantes en Xrn1, correspondiéndose a las categorías funcionales encontradas 
para cada mutante en los datos de cambio de RC, tales como traducción, 
biogénesis del ribosoma y metabolismo de RNA.  
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Tabla c2.2. Categorías funcionales diferencialmente expresadas en nTR y RC. 
Se utilizó la herramienta Fatiscan (Al-Shahrour et al. 2005) para estudiar las 
categorías funcionales en el cambio de expresión entre las cepas mutante y la 
cepa silvestre. Las categorías resultantes fueron filtradas mediante la 
herramienta REVIGO (Supek et al. 2011), eliminándose las categorías 
redundantes. En rojo se destacan las categorías que coinciden a las 
identificadas utilizando la herramienta SAM (Tusher et al. 2001). El p-valor 
corresponde al log10 del p-valor ajustado por FDR. 
 
 
Grupos funcionales cuyos genes se sobreexpresan
nTR RC
Cepa GO log10 p-val GO log10 p-val Cepa
raiΔ mitochondrial transport -4.50 conjugation with cellular fusion -8.55 raiΔ
cell communication -4.14 amine metabolic process -4.80
protein folding -3.55 cell communication -3.34
xrn1 D208A vesicle-mediated transport -7.77 regulation of signal transduction -3.87 xrn1 D208A
protein transport -5.59 cell communication -3.70
glucose metabolic process -4.84 thiamine metabolic process -3.18
alcohol metabolic process -4.03 vacuolar transport -3.12
mRNA processing -3.39 cell cycle -2.98
RNA splicing -2.50 carbohydrate transport -2.86
xrn1Δ vacuolar transport -6.08 nuclear division -6.97 xrn1Δ
cell wall organization -5.31 cell division -5.12
cell cycle -3.39 response to drug -4.08
actin filament organization -3.34 chromosome segregation -3.84
protein processing -3.18 drug transport -3.40
mRNA processing -2.79 cell cycle -3.16
upf1Δ cellular amino acid biosynthetic process -6.27 response to toxic substance -5.16 upf1Δ
hexose metabolic process -5.77 sulfur compound metabolic process -3.89
amine metabolic process -5.24 cellular nitrogen compound biosynthetic process -3.70
glycolytic process -3.42 drug transport -3.07
alcohol metabolic process -3.34
methionine metabolic process -3.32
Grupos funcionales cuyos genes se infraexpresan
nTR RC
Cepa GO log10 p-val GO log10 p-val Cepa
raiΔ ribosome biogenesis -8.48 translation -7.67 raiΔ
RNA metabolic process -7.69 DNA metabolic process -3.61
rRNA metabolic process -5.22
DNA metabolic process -5.19
cell cycle -5.15
RNA processing -4.61
regulation of transcription, DNA-templated -4.07
xrn1 D208A ribosome biogenesis -54.29 translation -33.03 xrn1 D208A
rRNA metabolic process -30.69 ribosome biogenesis -27.18
RNA metabolic process -18.53 rRNA metabolic process -13.77
translation -16.27 translational elongation -9.28
RNA processing -13.92 RNA processing -7.16
cell cycle -6.91 RNA metabolic process -3.08
translational elongation -6.85 regulation of translational elongation -5.76
xrn1Δ ribosome biogenesis -52.18 translation -22.16 xrn1Δ
rRNA metabolic process -28.61 ribosome biogenesis -12.81
RNA processing -14.14 translational elongation -9.52
RNA metabolic process -11.91 oxidative phosphorylation -7.79
translation -10.90 rRNA metabolic process -5.34
DNA metabolic process -5.44 ethanol metabolic process -4.42
translational elongation -4.42 regulation of translational elongation -3.82
cell cycle -3.39 DNA-dependent DNA replication -3.34
upf1Δ ATP synthesis coupled electron transport -4.58 translation -13.46 upf1Δ
cation transport -3.92 cellular protein metabolic process -9.11
cell division -3.65 ribosome biogenesis -7.80
RNA metabolic process -3.52 rRNA metabolic process -5.11
cytoskeleton organization -3.04 RNA metabolic process -4.45
RNA processing -2.80
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Tabla c2.3. Índice de "Slow Growth Signature" en la razón de cambio 
[mutante/silvestre] de RC. La tabla muestra el índice de estrés determinado con 
la herramienta bioinformática del trabajo de O'Duibhir y colaboradores (2014). 
Las unidades del índice son arbitrarias, pero mientras más alejado del cero es 
el valor, mayor es la expresión de genes relacionados con la respuesta al 
estrés. 
 
 
c2.7 Papel del factor Xrn1 en la degradación y en la síntesis del mRNA 
 Los resultados presentados en los apartados anteriores indican que el 
factor Xrn1 posee un papel importante en la regulación de la expresión génica. 
La eliminación de este factor impacta sobre una parte importante de los genes, 
tanto a nivel de su degradación como de su síntesis, lo que indica que el factor 
Xrn1 posee un papel doble en la expresión génica. Los factores que poseen un 
doble papel en la expresión génica han sido llamados "sintegradasas" 
(synthegradases), los que corresponden a factores que están involucrados 
tanto en la síntesis como en la degradación del mRNA, acoplando ambos 
procesos. El primer factor descrito con estas características fue Rpb4 (Dahan & 
Choder 2013; Harel-Sharvit et al. 2010; Lotan et al. 2005), En el capítulo 1 se 
presentaron resultados a escala genómica e individual que indica que la 
eliminación del factor Rpb4 produce defectos a nivel de elongación, una 
disminución de la SRap y aun aumento en la estabilidad del mRNA. Tales 
resultados son cualitativamente similares a los recopilados para el factor Xrn1. 
Por lo tanto, es probable que el factor Xrn1 posea un papel de sintegradasa, 
coordinando la expresión génica tal como ha sido descrito para el factor Rpb4. 
 Nuestros colaboradores del grupo del Dr. Mordechai Choder, del 
Tecnion Institute de Israel, han demostrado que el factor Xrn1 es importado 
hacia el núcleo, además, mediante la técnica de ChIP-Exo, demostraron que el 
factor Xrn1 se une al sitio de inicio de la transcripción de genes, que según 
mRNA [mutante/silvestre] SGS
rai1 Δ 0.58
upf1 Δ 2.72
xrn1 Δ 6.67
xrn1 D208A 16.35
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nuestros resultados obtenidos por GRO, corresponden a genes altamente 
transcritos (Haimovich et al. 2013b). En conjunto, estos resultados indican que 
la presencia física de Xrn1 en el núcleo tiene un papel importante en la 
regulación génica. 
 En la figura c2.6 C se muestra que los genes cuya transcripción está 
más afectada coinciden con los mRNAs que menos se degradan. Por lo tanto, 
Xrn1 tiene un efecto dual sobre estos genes, ya que su ausencia provoca que 
la síntesis y degradación de sus mRNAs disminuya. En efecto, los genes que 
poseen una respuesta alta a la eliminación de Xrn1 en nTR y HL están 
estrechamente relacionados. Ordenando los genes de menor a mayor cambio y 
tomando los conjuntos pertenecientes a los quintiles de genes que más 
disminuyen su síntesis y comparándolos con los genes que pertenecen al 
quintil de genes que más aumenta su vida media (HL), encontramos un 
solapamiento significativo (p valor = 4.6e-9) entre ambos grupos (figura c2.7 A), 
indicando que parte importante de los genes que tienen mayor descenso en su 
síntesis, incrementan su estabilidad para mantener sus niveles de recambio 
dentro de ciertos parámetros.  
 Por otro lado, comparando el conjunto de genes que poseen un alto 
recambio (alta transcripción y alta degradación) en una cepa silvestre en 
crecimiento exponencial (Garcia-Martinez et al. 2007) con los genes más 
afectados en transcripción por la eliminación del factor Xrn1 (pertenecientes a 
los 3 quintiles de genes que más disminuyen su nTR), encontramos un 
solapamiento significativo entre ambos conjuntos de datos (figura c2.7 B). Esto 
indica que el efecto que produce la eliminación de Xrn1 afecta en gran medida 
a los genes que en condiciones normales son altamente transcritos, sugiriendo 
que Xrn1 podría formar parte de un mecanismo global de regulación de la 
expresión génica que se enfoca principalmente en los genes de alta 
transcripción.  
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Figura c2.7. Comparación entre diferentes conjuntos de datos y grupos de 
genes afectados por la eliminación del factor Xrn1. El diagrama en A muestra la 
intersección entre el número de genes con mayor caída en nTR y mayor 
aumento en estabilidad. En B se comparan los genes de mayor recambio para 
una cepa silvestre en condiciones normales (García-Martínez et al, 2007) con 
los genes cuya síntesis corresponde a los 3 quintiles inferiores dentro de la 
distribución de datos de los mutantes para el factor Xrn1 respecto a la cepa 
silvestre. En C se muestra el solapamiento entre los genes unidos por Xrn1 
(Haimovich et al. 2013b) y los mRNAs que son exportados a través de Cse1 y 
Mlp1 (Casolari et al. 2004). En el cuadro D se muestra la intersección entre los 
genes con un Responsiveness superior a 8 y los genes que son exportados a 
través de Cse1 y Mlp1. El p valor indica la probabilidad hipergeométrica de 
obtener un solapamiento por azar.  
 La presencia de Xrn1 en el citoplasma y en el núcleo, nos lleva a pensar 
que este factor participa en más de una etapa del recambio del mRNA. Si fuese 
así, cabe la posibilidad que Xrn1 acompañe al mRNA desde su síntesis hasta 
su degradación, de una manera similar a como se ha descrito para el factor 
Rpb4. Utilizando la lista de genes unidos por el factor de la maquinaria de 
exportación nuclear Cse1 y por el factor del poro nuclear Mlp1 (Casolari et al. 
2004) y comparándolos con los 536 genes identificados a los cuáles Xrn1 se 
C D 
A B 
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une (Haimovich et al. 2013b), hemos encontrado que hay un solapamiento 
significativo entre la unión de los 3 factores (figura c2.7 C). Esto indica que el 
factor Xrn1 se une a genes cuyos mRNAs son exportados mediante Cse1 y 
Mlp1. Entonces, Xrn1 posiblemente se une al mRNA durante su transcripción y 
se exporta junto a este hacia el citoplasma, acompañándolo a lo largo de su 
vida hasta su degradación, de manera similar a como se ha descrito con el 
factor Rpb4 (Goler-Baron et al. 2008; Harel-Sharvit et al. 2010). 
 
c2.8 El sintegradón de Xrn1 
 Utilizando los datos de cambio en nTR y HL de 1915 genes en ambos 
mutantes para el factor Xrn1 respecto a la cepa silvestre, se clasificó a los 
genes de mayor a menor efecto de cambio. La clasificación fue dividida en 
quintiles, ordenándose de mayor a menor cambio. De acuerdo al quintil 
perteneciente, se le asigno a los genes un valor de 1 para los genes presentes 
en el quintil inferior y un valor de 5 para los genes presentes en el quintil 
superior. De igual manera, a los genes pertenecientes a los quintiles 2, 3 y 4 se 
les asignó un valor de 2, 3 y 4 respectivamente. El valor de la clasificación 
asignada para el cambio entre nTR y HL de cada gen fue sumado, resultando 
una lista de genes con un valores de entre 2 a 10 unidades, al cual nombramos 
como capacidad de respuesta (Responsiveness, R). Un valor de R bajo 3 
indica que el gen tiene una baja respuesta a la eliminación de Xrn1, mientras 
un valor de R sobre 8 indica que la expresión de los genes posee una alta 
respuesta a la ausencia de Xrn1. De acuerdo a esta clasificación, se estudiaron 
los genes que poseen una mayor respuesta a la eliminación de Xrn1.  
  Mediante la herramienta online para búsquedas de categorías 
funcionales GOrilla (Eden et al. 2009) y filtrando los resultados redundantes 
mediante REVIGO (Supek et al. 2011), se estudiaron las categorías funcionales 
sobre-representadas en los grupos de genes con una alta respuesta (R mayor 
a 8), los que corresponden a alrededor de 495 genes en ambos mutantes para 
el factor Xrn1 (tabla c2.4 A). Entre los grupos de genes sobre representados 
destacan en ambos mutantes categorías relacionadas directamente con 
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traducción (GO:0006412 & GO:0002181) e indirectamente relacionadas con 
esta, tales como biogénesis del ribosoma (GO:0042254), metabolismo del 
rRNA (GO:0016072) y ribosoma (GO:0005840), así como también categorías 
relacionadas con el procesamiento del RNA (GO:0006396) y el metabolismo de 
carbohidratos (GO:1901137). Además, algunas de estas categorías están 
presentes también entre los genes a los que se une Xrn1 (tabla c2.4 B). Esto 
indica que el factor Xrn1 estaría involucrado en la regulación de la traducción a 
través de la modulación de la síntesis y degradación de los genes relacionados 
con el regulón RiBi (Jorgensen et al. 2004) y con la expresión de las proteínas 
ribosomales, lo cual podría constituir un grupo específico de regulación 
mediada por Xrn1, es decir, un regulón de genes de Xrn1, al cual hemos 
nombrado como "sintegradón Xrn1", debido a que son genes afectados tanto a 
nivel de su síntesis como de su degradación por la ausencia de este factor 
(Medina et al. 2014). 
 Comparando los genes con un valor de R mayor a 8 (los de alta 
respuesta a la eliminación del factor Xrn1), con el conjunto de genes unidos por 
Mlp1 y Cse1 (Casolari et al. 2004), encontramos un solapamiento significativo 
entre cada uno de los conjuntos de datos (figura c2.7 D). Esto indica que un 
grupo significativo de alta R (es decir, los genes que pertenecen al 
sintegradónXrn1), interactúan con la maquinaria del NPC, reforzando la idea 
presentada en la figura c2.6 C, que indica que el mRNA de los genes a los que 
se une Xrn1 serían exportados mediante Mlp1 y Cse1.  
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Tabla c2.4. Categorías funcionales sobre representadas entre los genes cuyo 
recambio es regulado por Xrn1. La tabla A muestra las categorías encontradas 
entre los genes con un Resposiveness mayor a 8 (Medina et al. 2014), es decir, 
lo que más bajan su síntesis y más aumentan su estabilidad en ambos 
mutantes para el factor Xrn1, mientras que en B se muestran las categorías 
funcionales de los genes a los cuales se une Xrn1 (Haimovich et al. 2013b). 
 
 
c2.9 Comparación con estudios de otros autores 
 Durante el desarrollo de este trabajo, se publicó un estudio realizado 
utilizando la técnica de cDTA (Sun et al. 2012), en 46 cepas mutantes para 
factores relacionados con el metabolismo del mRNA (entre ellos los factores 
Xrn1 y Rai1). En ese estudio se mostró que la eliminación de factores 
relacionados con el metabolismo del mRNA provoca una compensación en los 
niveles de degradación y síntesis del mRNA a nivel genómico (Sun et al. 2013). 
Además, en ese estudio se destaca que el factor Xrn1 es necesario para la 
compensación de los niveles del mRNA, y se propone que este factor 
participaría como un represor de la transcripción. En otras palabras, su 
eliminación provoca un aumento de la transcripción, descenso de la tasa de 
degradación (aumento en la estabilidad) y un incremento en los niveles del 
mRNA. Los resultados mostrados en el trabajo de Sun y colaboradores (2013) 
A Responsiveness > 8 Responsiveness > 8
Cepa GO log10 p-val GO log10 p-val Cepa
xrn1Δ  cytoplasmic translation -22.72  cytoplasmic translation -33.75 xrn1 D208A
 translation -15.21  cytosolic part -33.52
 cytosolic part -14.88  ribonucleoprotein complex -29.26
 ribosome -13.55  translation -26.44
 ribonucleoprotein complex -8.85  ribosome -25.63
 non-membrane-bounded organelle -6.14  non-membrane-bounded organelle -17.68
 intracellular non-membrane-bounded organelle -6.14  intracellular non-membrane-bounded organelle -17.68
 respiratory electron transport chain -4.84  ribonucleoprotein complex biogenesis -16.30
 hexose biosynthetic process -4.71  ncRNA metabolic process -12.73
 electron transport chain -4.59  cellular component biogenesis -12.38
 glycolysis -4.57  nucleolus -10.32
 monosaccharide biosynthetic process -4.39  ncRNA processing -10.12
 purine ribonucleoside biosynthetic process -4.09  nuclear export -7.56
 translational elongation -4.07  RNA processing -7.33
 cellular protein metabolic process -5.95
Xrn1 Unión (ChIP-Exo)  rRNA transport -5.29
B GO log10 p-val  nucleoside monophosphate biosynthetic process -5.13
silvestre  cytosolic part -11.73  translational elongation -4.07
 cytoplasmic translation -10.33  regulation of translational elongation -4.07
 translation -6.53
 ribosomal subunit -5.66
 cellular macromolecule biosynthetic process -4.28
 macromolecule biosynthetic process -4.16
 translational elongation -3.79
 ribonucleoprotein complex -3.78
 cellular biosynthetic process -3.77
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son, en parte, contradictorios a los presentados en este trabajo, aún así, 
coinciden en la demostración de la existencia de un mecanismo de 
comunicación entre la degradación y la síntesis del mRNA. Por tal motivo, 
decidimos comparar los resultados del estudio de Sun y colaboradores (2013) 
con los presentados en este trabajo.  
 La figura c2.8 muestra la comparación de la relación [mutante / silvestre] 
para los datos genómicos de ambos estudios. Sólo a nivel de RC se observó 
una cierta correlación entre ambos estudios para las cepas mutantes en el 
factor Xrn1 (R-Pearson de 0.3 y 0.37, figura c2.8 B). En todas las otras 
comparaciones no hubo correlación entre ambos estudios. Además, la 
dispersión de las nubes es amplia, lo que indica que ambos conjuntos de datos 
son diferentes. Aún así, no deja de ser interesante que a pesar de la diferencia 
de los resultados y teniendo en cuenta que ambos estudios fueron realizados 
utilizando cepas de backgrounds diferentes, en ambos trabajos se concluye 
que el factor Xrn1 posee un papel importante en la transcripción y que la 
eliminación de factores implicados en la degradación del mRNA provoca que el 
recambio del mRNA se compense mediante un mecanismo aún no identificado. 
 Con los datos del trabajo de Sun y colaboradores (2013), se buscaron 
categorías funcionales utilizando la herramienta Fatiscan (Al-Shahrour et al. 
2005). Los resultados obtenidos fueron comparados con las categorías 
funcionales encontradas con nuestros datos. La tabla c2.5 muestra las 
categorías funcionales diferencialmente expresadas en el estudio de Sun y 
colaboradores (2013). En rojo se marcan las categorías que coinciden con 
nuestros resultados. A pesar de las diferencias en las categorías enriquecidas 
hacia arriba, hay algunas categorías enriquecidas hacia abajo del cambio 
respecto a la cepa silvestre en ambos mutantes que coinciden con las 
nuestras. Estas categorías sugieren defectos a nivel del metabolismo del 
mRNA, del DNA y de la traducción de proteínas, similares a la ESR que se 
encuentran durante el crecimiento lento (O'Duibhir et al. 2014). Se encontraron 
pocas categorías sobreexpresadas relacionadas con la síntesis del mRNA que 
expliquen el aumento en la SR que ocurre en los mutantes xrn1Δ y rai1Δ en el 
estudio de Sun y colaboradores (2013).  
Resultados: Capítulo 2 
 
147 
 
 
 
 
 
Figura c2.8. Correlación entre el cambio de SR y RC de nuestros resultados 
respecto al de otros autores. En el panel A se muestra la comparación entre los 
datos de SRap de este estudio para las cepas mutantes en el factor Xrn1 
(D208A.med y xrn1.med) contra los datos presentados en Sun y colaboradores, 
2013 (xrn1.sun). En B se muestra una comparación similar, pero utilizando los 
datos de RC de ambos estudios. En C y D se muestran las comparaciones 
resultantes al utilizar los datos para la cepa rai1Δ. Los datos corresponden a la 
relación log2 [mutante / silvestre] normalizada por Z-score. 
 
 Utilizando la mediana del cambio entre las cepas mutantes respecto a la 
silvestre, podemos comparar las diferencias globales entre los resultados 
globales de ambos estudios. La tabla c2.6 muestra para los mutantes xrn1Δ y 
rai1Δ para los valores de nTR, SRap, RC, RS determinados por nosotros y los 
valores de SR, DR y RC, publicados en el estudio de Sun y colaboradores 
(2013). Es importante destacar que la técnica de cDTA entrega sus resultados 
en unidades de cantidad, no de concentración, por lo tanto para la 
determinación de la RC y la SR los autores de Sun y colaboradores (2013) no 
A B 
C D 
Syntehis Rate 
RNA Concentration Syntehis Rate 
RNA Concentration 
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han tomado en cuenta los cambios de volumen celular entre cepas. Además, lo 
que en su estudio llaman DR, en realidad corresponde a la constante de 
degradación kd descrita para el equilibrio entre la síntesis y la degradación en 
estado estacionario (TR = DR = kd * RC). A diferencia de los resultados del 
estudio de Sun y colaboradores (2013), nuestros datos para los mutantes en el 
factor Xrn1 muestran una disminución de la síntesis y un aumento de la 
estabilidad (tabla c2.6). Diversas causas podrían causar tales discrepancias 
entre ambos resultados. Primero, nosotros medimos la transcripción mediante 
GRO, la cual es una técnica que mide las moléculas de mRNA naciente, datos 
que luego ajustamos por las diferencias de volumen celular para estimar un 
valor aproximado de la SRap. Por otro lado, la concentración total de mRNA 
maduro es ajustada por un método externo, lo cual puede ocasionar artefactos 
debido a las diferencias experimentales. También cabe la posibilidad que 
estemos infravalorando la tasa de síntesis medida por GRO por razones 
experimentales que desconocemos. Esta hipótesis se basa en que el shut-off 
transcripcional indica que hay un aumento en la estabilidad, pero no tan grande 
como el que sugiere la RSind (tabla c2.6), lo cual podría ser consecuencia de 
una infraestimación de la SRap. Por otro lado, la técnica de cDTA no toma en 
cuenta los cambios de volúmenes celulares ni tampoco expresa sus resultados 
en unidades de concentración, lo cual podría afectar a las determinaciones de 
los parámetros genómicos. Nosotros hemos registrado que la cepa mutante 
xrn1Δ posee un cambio considerable de volumen, tanto en el fondo YMC (tabla 
c3.1), como en el fondo BY de Euroscarf (dato no mostrado). Por otro lado, en 
conjunto con diversos grupos colaboradores, hemos acumulado evidencias 
suficientes que confirman los defectos que los mutantes en el factor Xrn1 
poseen a nivel transcripcional (Haimovich et al. 2013b; Medina et al. 2014). 
Independiente de las diferencias, las evidencias acumuladas mediante cDTA y 
GRO apuntan a que el factor Xrn1 es importante para la regulación de la 
síntesis y degradación global de la expresión génica. 
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Tabla c2.5. Categorías funcionales diferencialmente expresadas en SR y RC 
en el estudio de Sun y colaboradores (2013). La tabla muestra las categorías 
funcionales identificadas utilizando la herramienta Fatiscan (Al-Shahrour et al. 
2005). Las categorías redundantes fueron eliminadas utilizando la herramienta 
REVIGO (Supek et al. 2011). En rojo se marcan las categorías que coinciden 
con los datos recopilados en nuestro estudio (tabla c2.2). 
 
Tabla c2.6. Cambio de los parámetros genómicos respecto a la cepa silvestre. 
La tabla muestra la razón de cambio entre la mediana de los datos genómicos 
para las cepas mutantes y la cepa silvestre de este trabajo (en negro) y del 
estudio de Sun y colaboradores 2013 (en gris).  
 
Grupos funcionales cuyos genes se sobreexpresan en Sun y colaboradores (2013)
SR RC
Cepa GO log10 p-val GO log10 p-val Cepa
rai Δ carbohydrate metabolic process -15.69 carbohydrate metabolic process -10.78 rai Δ
cellular carbohydrate metabolic process -11.34 cell wall organization -8.17
organic acid transport -11.26 cell communication -5.53
protein glycosylation -11.17 phosphorylation -5.36
lipid metabolic process -8.39 lipid metabolic process -4.35
xrn1 Δ carbohydrate metabolic process -6.07 cell cycle -11.30 xrn1 Δ
cell wall organization -5.94 drug transport -7.27
cell division -3.89 cell communication -5.30
cellular protein metabolic process -5.10 cell division -4.00
phosphorylation -4.88 RNA metabolic process -4.86
protein metabolic process -4.29 transcription from RNA polymerase II promoter -3.32
regulation of cell size -2.44
Grupos funcionales cuyos genes se infraexpresan en Sun y colaboradores (2013)
SR RC
Cepa GO log10 p-val GO log10 p-val Cepa
rai Δ RNA metabolic process -13.54 RNA metabolic process -10.69 rai Δ
RNA processing -11.25 RNA processing -9.17
ribosome biogenesis -8.38 ribosome biogenesis -6.52
translation -5.25 translation -5.51
mRNA processing -5.06 mRNA metabolic process -4.12
rRNA metabolic process -4.37 rRNA metabolic process -3.44
RNA modification -4.29 transcription from RNA polymerase II promoter -2.86
DNA metabolic process -3.43
xrn1 Δ ribosome biogenesis -25.66 ribosome biogenesis -16.69 xrn1 Δ
rRNA metabolic process -13.19 rRNA metabolic process -9.45
RNA processing -7.61 translation -6.74
RNA metabolic process -6.02 RNA processing -6.30
protein transport -5.73 DNA-templated transcription, elongation -3.10
cell cycle -3.57 response to oxidative stress -2.98
translation -3.17 cellular respiration -2.45
DNA replication -2.96
Parámetro |  Cepa xrn1 Δ xrn1 D208A rai Δ
nTR 0.22 0.12 0.72
SRap 0.1 0.06 0.86
RC 0.82 1.09 0.85
RSind 16.05 8.13 0.99
HLdir 2.3 2.6 /
SR 1.6 / 1.7
DR (kd) 0.5 / 1.5
TE (RC) 3.2 / 1.13
DR(TE*kd) 1.6 / 1.7
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c2.10 Discusión 
 Siguiendo la línea planteada en el capítulo anterior, mediante la técnica 
de GRO hemos estudiado los aspectos globales del recambio del mRNA a nivel 
de la transcripción naciente, la estabilidad y la concentración del mRNA de 
cepas deficientes en factores de degradación. La ventaja que tiene utilizar la 
técnica de GRO para realizar este tipo de estudios es que a partir de un mismo 
experimento se obtienen los valores que describen cómo se comporta el 
recambio del mRNA de todos los genes.  
 En una primera aproximación, encontramos que los mutantes xrn1D208A y 
rai1Δ poseen un nivel de transcripción total (que incluye el nivel síntesis de las 
RNA Pol I, II y II), inferior al de una cepa silvestre. Este resultado se explica por 
el crecimiento lento que poseen estas cepas. Se ha reportado que en cepas 
con un crecimiento lento la transcripción del rRNA y tRNAs disminuye (García-
Martínez et al, 2015). Entonces, la eliminación de las rutas de degradación en 
las que participan los factores Xrn1 y Rai1 altera el normal funcionamiento de la 
célula, lo cual afecta al crecimiento celular. Por el contrario, el mutante upf1Δ 
no mostró poseer una disminución significativa de transcripción global, lo que 
concuerda con su tasa de crecimiento cercana a la de una cepa silvestre.  
 El estudio de la actividad de la RNA Pol II mediante GRO mostró un 
significativo descenso de la síntesis del mRNA en las cepas mutantes para los 
factores de degradación Xrn1 y Rai1 (figura c2.2). Sin embargo, el mutante 
upf1Δ mostró sólo un leve descenso en la transcripción mediada por la RNA 
Pol II (figura c2.3). A su vez, la determinación de la concentración del mRNA 
mostró que los niveles de mRNA también varían dentro de ciertos márgenes 
(tabla c3.1). Recordando el modelo de la piscina presentado en la introducción, 
se espera que al afectar la degradación de los mensajeros, estos se acumulen 
por un aumento en su estabilidad. En nuestros resultados, sólo observamos en 
la cepa mutante xrn1D208A un aumento del 9% en la concentración del mRNA, 
mientras que en los mutantes nulos, la concentración disminuye entre un 15 a 
un 38% (tabla c3.1) respecto a las cepas silvestres. Esto indica que al afectarse 
la degradación del RNA, el recambio de esta molécula se altera para ajustarse 
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a un contexto en el que sus moléculas no son degradas como es de rutina. 
Adicionalmente, asumiendo un estado estacionario, la predicción calculada 
para la RSind del factor Xrn1 mostró que la estabilidad del mRNA aumenta 
considerablemente. En conjunto, estos resultados indican que el aumento de la 
estabilidad de los mensajeros, probablemente causada por la disminución en 
su degradación, se compensa mediante una disminución de la transcripción del 
mRNA. 
 Más allá de las diferencias biológicas que presentan los niveles globales 
de los parámetros genómicos estudiados, al comparar la distribución de los 
genes en los datos de SRap, RC y RSind normalizados mediante Z-score, se 
puede ver que la célula posee distintas estrategias para regular el recambio del 
mRNA de algunos conjuntos de genes (figura c2.4). Así, existen grupos de 
genes que poseen una alta transcripción y una alta estabilidad, otros de alta 
transcripción pero baja estabilidad y a su vez, de baja transcripción pero alta 
estabilidad. 
 Al estudiar el cambio en la relación [mutante / silvestre] para la síntesis 
del mRNA respecto a la longitud de los genes, observamos que en los 
mutantes relacionados con los factores Xrn1 y Rai1 hay una caída en la 
transcripción con la longitud de los genes (figura c2.5). Esto sugiere que ambos 
factores influyen sobre la maquinaria de la RNA Pol II durante la elongación 
transcripcional. Para el factor Rai1 esto se podría explicar debido a su 
interacción con Rat1, factor que ha sido descrito como participante de la 
elongación y terminación transcripcional (Jimeno-Gonzalez et al. 2010; Kim et 
al. 2004b). Es probable que Rai1 sea necesario para que Rat1 participe en 
tales procesos. De hecho, durante la terminación transcripcional, Rai1 
interactúa con Rat1 y con Rtt103, una proteína envuelta en la terminación de la 
transcripción. A su vez, el complejo Rai1 y Rat1 poseen una fuerte presencia 
hacia las regiones 3' de algunos genes (Kim et al. 2004b). Entonces, el 
complejo que conforman Rat1/Rai1 podría ser importante para el papel que 
posee Rat1 en la síntesis del mRNA debido al papel de activador que Rai1 
ejerce sobre Rat1 (Xiang et al. 2009). 
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 El efecto de la eliminación de Xrn1 sobre la síntesis del mRNA es un 
resultado significativo y difícil de explicar de acuerdo a la función conocida para 
este factor, que principalmente está relacionada con la degradación del mRNA 
en sentido 5' a 3'. Esto nos llevó a complementar nuestro trabajo a través de 
colaboraciones con otros grupos de investigación, con quienes encontramos 
evidencias que demuestran que la eliminación de este factor afecta tanto a la 
síntesis como a la estabilidad del mRNA (Haimovich et al. 2013b; Medina et al. 
2014). Lo destacable de estas colaboraciones es que mediante diferentes 
técnicas experimentales, realizadas en distintos grupos de investigación, se 
confirmó que la síntesis del mRNA está comprometida. Por ejemplo, durante la 
colaboración con el laboratorio del Doctor Sebastián Chávez, del Departamento 
de Genética de la Universidad de Sevilla, mediante Run-On, observaron al 
seguir la elongación de la RNA Pol II a lo largo del gen HXT1 (un transportador 
de glucosa de baja afinidad), una considerable disminución de la actividad de la 
RNA Pol II a lo largo del gen en ambos mutantes para el factor Xrn1 (xrn1Δ y 
xrn1D208A). En el mismo gen, se estudió la distribución de la RNA Pol II 
mediante ChIP contra Rpb3, encontrándose un aumento de la presencia de la 
RNA Pol II en la dirección 3' del gen para ambos mutantes (Medina et al. 2014). 
La combinación de ambos resultados, por un lado una disminución en la 
actividad y por otro, un aumento en la presencia de Pol II, sugieren que a 
medida que la RNA Pol II avanza a través del gen ocurren eventos de parada 
transcripcional (backtrack), que causarían defectos a nivel de elongación 
(Rodriguez-Gil et al. 2010). Estos resultados coinciden con nuestros 
experimentos de RPCC & GRO 3'/5' presentados en este capítulo. 
 En nuestro grupo de investigación se ha desarrollado una nueva técnica 
de medición de la tasa de transcripción naciente llamada BioGRO. Esta técnica 
utiliza nucleótidos biotinilados en reemplazo del nucleótido radioactivo que se 
usa en el GRO tradicional. Además, reemplaza los macroarrays de DNA por 
tiling arrays como plataforma de hibridación (Jordan-Pla et al. 2015). El 
metagen obtenido por BioGRO en comparación a la cepa silvestre mostró que 
la transcripción en un mutante xrn1Δ es menor, lo que confirma nuestros 
resultados obtenidos mediante GRO (Medina et al. 2014). 
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 Paralelo a nuestro trabajo de GRO, y en colaboración con los grupos de 
investigación del Dr. Mordechai Choder del Instituto Tecnion de Haifa (Israel) y 
del Dr. Xavier Darzacq del Instituto Ibens de París (Francia), se realizaron otro 
tipo de experimentos para estudiar el recambio del mRNA en las cepas 
mutantes para el factor Xrn1. El grupo del Dr. Choder recolectó evidencias que 
demostraron que en el mutante xrn1D208A, la inducción transcripcional de genes 
expresados en presencia de galactosa se retrasa, mientras que la estabilidad 
del mRNA de aquellos genes aumenta. Es decir, ocurren defectos a nivel de la 
síntesis y degradación de los mensajeros. Por su parte, en el mutante xrn1Δ se 
observaron defectos en la estabilidad de los mensajeros inducidos por 
galactosa. Esto concuerda con nuestros resultados obtenidos mediante GRO y 
shut-off transcripcional, en el cual la síntesis del mRNA está cuantitativamente 
más comprometida en el mutante xrn1D208A que en xrn1Δ, mientras que la 
estabilidad de los mensajeros aumenta en ambas cepas. Por otro lado, el 
mismo grupo demostró que los factores involucrados en degradación Dcp2, 
Pab1 y Xrn1 son transportados desde el citoplasma hacia el núcleo. 
Específicamente, en el caso del factor Xrn1, demostraron que el transporte 
hacia el núcleo depende de la capacidad de degradar el mRNA. De acuerdo a 
estos hallazgos, el siguiente paso fue estudiar si el importe de los factores de 
degradación posee algún tipo de función dentro del núcleo. Utilizando la técnica 
de ChIP-Exo (Rhee & Pugh 2012), el grupo del Dr. Choder identificó que los 
factores de degradación Dcp2, Lsm1 y Xrn1 se asocian con la cromatina, en 
regiones cercanas a los 30 nucleótidos aguas arriba del sitio de inicio de la 
transcripción, lugar en el que se ensambla el complejo de pre-iniciación 
(Kornberg 2007). Además, el factor Xrn1 se une preferentemente a los 
promotores de los genes cuya transcripción está más afectada en los mutantes 
xrn1Δ y xrn1D208A, lo que sugiere que la unión física de este factor a los 
promotores es transcripcionalmente funcional (Haimovich et al. 2013b). 
 Por su parte, el grupo de Dr. Darzacq demostró mediante Fluorescent in 
situ hybridization (FISH), que la presencia y actividad de la RNA Pol II dentro 
del gen TEF4 disminuye en las cepas xrn1Δ y xrn1D208A en comparación con la 
cepa silvestre, debido a que en las cepas mutantes se encontró sitios de inicio 
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de transcripción con sólo un transcrito, mientras que en la cepa silvestre se 
observaron sitios de inicio con más de un transcrito, equivalentes a la presencia 
de multiplex RNA Pol II activas. Estos resultados indican que el factor Xrn1 es 
necesario para la iniciación y elongación transcripcional de este gen. Además, 
los niveles de mRNA de TEF4 son idénticos en las 3 cepas, lo que indica que 
en las cepas mutantes los niveles de mRNA se mantienen mediante un 
aumento de su estabilidad (Haimovich et al. 2013b). 
 En conjunto, todos estos resultados indican que la eliminación del factor 
Xrn1, responsable de una de las principales rutas de degradación (Garneau et 
al. 2007; Parker 2012; Perez-Ortin et al. 2013a), disminuye la degradación del 
mRNA, sin provocar una excesiva variación de los niveles del mRNA maduro. 
Por lo tanto, se concluye que la célula compensa el defecto de degradación 
disminuyendo la transcripción. Estos resultados demuestran que la 
degradación del mRNA y su síntesis son dos eventos comunicados y 
coordinados entre sí, otorgando un carácter circular al proceso de regulación 
de la expresión génica, en el cual Xrn1 tiene un papel de sintegradasa, ya que 
influye sobre la degradación y síntesis de un grupo importante de genes, a los 
cuales hemos llamado "sintegradón Xrn1" (Medina et al. 2014). 
 Por otro lado, estudios realizados utilizando la técnica de cDTA en 46 
cepas mutantes para factores relacionados con el recambio del mRNA 
mostraron que en un importante grupo de cepas mutantes ocurre una 
compensación en los niveles de degradación y síntesis del mRNA (Sun et al. 
2013). En las cepas mutantes para factores relacionados con la degradación 
del mRNA se observó que la DR disminuye, mientras que la tasa de síntesis 
(SR) se ajusta para compensar los niveles de mRNA maduro. De la misma 
forma, las cepas mutantes para factores que están involucrados en la síntesis 
del mRNA ajustan la degradación para compensar los niveles del mRNA. 
Además, los autores demostraron que al inhibir la degradación del mRNA 
utilizando la droga cicloheximida (Beelman & Parker 1994), la síntesis del 
mRNA se ajusta al descenso de la DR. De igual manera, al inhibir la síntesis 
utilizando la droga fenantrolina (Santiago et al. 1986), la degradación del mRNA 
disminuye. Estos resultados apoyan nuestra hipótesis sobre la existencia de 
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mecanismos de comunicación entre la degradación y síntesis del mRNA. Sin 
embargo, en el mismo estudio, se presentan resultados contradictorios a los 
nuestros en relación al papel de Xrn1 en la regulación de la expresión génica. 
Mientras la mayoría de las cepas mutantes ajusta su SR y DR para compensar 
los niveles de mRNA (homeostasis de la [mRNA] total), los autores registran 
que la ausencia del factor Xrn1 provoca un incremento del nivel de mRNA 
maduro como consecuencia de un aumento en la SR y un descenso en la DR, 
provocando un desacople del recambio del mRNA. Los autores llegan a la 
conclusión que el factor Xrn1 sería un represor de la síntesis, cuyo papel es 
importante para la compensación de los niveles de mRNA. 
 A pesar de las diferencias entre nuestros resultados y el trabajo de Sun y 
colaboradores (2013), en ambos estudios se concluye de la existencia de un 
mecanismo que coordina el recambio del mRNA, dentro del cual el factor Xrn1 
tiene un papel importante. La comparación de ambos conjuntos de datos 
muestra una ausencia de correlación a nivel de SR y SRap, y una baja 
correlación (R-Pearson 0.3-0.37) a nivel de RC. Esto indica que ambas 
técnicas, GRO y cDTA dan cuenta de dos aspectos distintos de la síntesis del 
mRNA. Mientras el GRO nos entrega la síntesis del mRNA realizada por 
polimerasas activas, el cDTA entrega el aporte de nuevas moléculas de mRNA 
al citoplasma, las cuales han pasado por una serie de etapas de 
procesamiento, maduración y exportación. Aún así, encontramos que en 
ambos estudios hay categorías funcionales que descienden su expresión y que 
están relacionadas con la ESR, lo que sugiere que las diferencias serían 
principalmente por sesgos tecnológicos más que por sesgos biológicos. Por 
otro lado, es posible que el experimento de GRO para las cepas mutantes en el 
factor Xrn1 haya infravalorado el nivel de la tasa de transcripción, debido a que 
la estabilidad indirecta calculada (RSind) predecía un aumento de la estabilidad 
entre 8 a 16 veces (figura c2.2). Sin embargo, la medición directa de la 
estabilidad por shut-off transcripcional mostró que la estabilidad del mRNA 
aumenta alrededor de 2 veces estas cepas. Por lo tanto, el nivel de la nTR 
debiera ser algo más alto que el que hemos medido para poder compensar la 
RC según un incremento de algo más del doble en la estabilidad. 
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 En cuanto al factor Upf1, este posee una leve diferencia a nivel de nTR 
respecto a la cepa silvestre (9% de descenso, figura c2.3). Aún así, detectamos 
una caída considerable de la RC (alrededor de un 38%). El estudio indirecto de 
la estabilidad del mRNA sugiere que esta diferencia podría deberse a que los 
mRNA se vuelven más inestables que los que posee una cepa silvestre (la DR 
aumentaría). Sin embargo, se ha reportado que la eliminación de Upf1 genera 
una acumulación y estabilización de mRNAs aberrantes que poseen una señal 
de término (Leeds et al. 1991), sin afectar a los mRNAs "normales". Todos 
estos resultados sugieren que este factor no impactaría fuertemente en la 
síntesis del mRNA. No obstante, la eliminación de factor Upf1 provoca una 
alteración en el recambio del mRNA que sugiere que este factor tiene un papel 
importante que va más allá de su participación de la ruta NMD como han 
sugerido otros autores que estudiaron la transcriptómica del mRNA maduro en 
cepas upf1Δ (Lelivelt & Culbertson 1999; Sayani et al. 2008). 
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c3.1 Antecedentes 
 Hace más de 100 años, diversos autores describieron que la relación 
entre el tamaño del núcleo y el "protoplasma celular" era una proporción fija, 
nombrándola como "karyoplasmic ratio", en donde el núcleo tiene una cantidad 
fija de citoplasma a su alrededor en función de su tamaño (Cavalier-Smith 
2005; Strasburger 1893). Estudios recientes han demostrado que parte 
importante de las estructuras celulares se ajustan a cambios en el tamaño 
celular. Así, el tamaño del núcleo (Jorgensen et al. 2007), de la vacuola (Chan 
& Marshall 2014) y de las mitocondrias (Rafelski et al. 2012), se incrementa 
cuando el tamaño celular aumenta. Esto indica que la célula percibe los 
cambios de tamaño y mantiene las proporciones entre sus orgánulos. Debido a 
que un mayor tamaño requiere el uso de un mayor número de moléculas, la 
célula necesita contar con mecanismos que regulen la expresión génica para 
ajustar el metabolismo a los requerimientos celulares que demanda un mayor 
tamaño.  
 Un ejemplo importante de regulación del tamaño celular es el que ocurre 
durante el ciclo celular. En S. cerevisiae, la coordinación entre el crecimiento y 
la división celular ocurre luego de G1, en el punto de control llamado "inicio" (en 
inglés, start). En esta etapa las células deben poseer un tamaño umbral para 
continuar por el ciclo celular (Hartwell et al. 1974), ya que pasado el start, el 
avance a través del ciclo es irreversible. Alcanzar un tamaño umbral asegura 
que la célula posea los recursos suficientes para enfrentar la duplicación del 
genoma y la segregación citoplasmática. En las levaduras que se reproducen 
asexualmente por gemación, como S. cerevisiae, la división celular es 
asimétrica, lo cual produce una célula madre grande y una célula hija pequeña. 
El control del tamaño previo a la división celular debe asegurar que al acabar 
ésta, ambas células resultantes posean los elementos necesarios para 
continuar su vida. Por tal motivo, las células permanecen en G1 hasta alcanzar 
el umbral de tamaño antes de continuar a través del ciclo celular (Johnston et 
al. 1977). El punto de control start integra diversas señales internas y externas 
en la decisión de continuar a través del ciclo celular. Alrededor de 200 genes 
son expresados durante la transición de G1 a start (Iyer et al. 2001; Skotheim 
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et al. 2008). La transcripción de estos genes está principalmente regulada por 
los complejos proteicos SBF y MBF (formados respectivamente por los factores 
Swi4/Swi6 y Mbp1/Swi6), los cuales son reprimidos por la unión del factor 
Whi5. La fosforilación en múltiples sitios por la ciclina Cln3 disocia a Whi5 de 
los factores SBF y MBF, induciendo la expresión de los genes CLN1, CLN2 y 
de los aproximadamente 200 genes que componen el regulón G1-S (Skotheim 
et al. 2008). A pesar que aún no se conoce del todo la manera en que la célula 
percibe los cambios de volumen, la regulación del ciclo celular es un ejemplo 
de cómo la transcripción responde frente a cambios fisiológicos. 
 Por otro lado, las células grandes necesitan producir mayor cantidad de 
componentes estructurales y funcionales que las células pequeñas, para así 
mantener su concentración constante, debido a que éste es el parámetro 
relevante a efectos de actividad química. La demanda de macromoléculas 
(RNA y proteínas) aumenta al incrementar el tamaño. Debido a que la vida 
media de proteínas y transcritos es limitada, las dos alternativas que tiene la 
célula para compensar un aumento de volumen son incrementar la producción 
o la estabilidad de estos. Es importante señalar que la concentración de las 
proteínas está optimizada para cumplir sus funciones biológicas (Dill et al. 
2011), de hecho, se suele utilizar la cantidad de proteínas por célula como un 
estimador del tamaño celular al asumir que la concentración total de proteína 
permanece constante (Zhurinsky et al. 2010), por lo tanto, al aumentar el 
tamaño celular, se espera que la expresión génica de las maquinarias 
involucradas en la producción de proteínas aumente. En consecuencia, el 
número de ribosomas (proteínas ribosómicas y rRNA) aumenta con el tamaño 
celular (revisado en(Mitchison 2003). 
 Por otro lado, se ha observado un incremento proporcional del tamaño 
celular cuando la ploidía aumenta (Mortimer 1958; Storchova et al. 2006), lo 
que sugiere que la dosis génica es percibida por los mecanismos que controlan 
el volumen celular. Algunos trabajos han estudiado el transcriptoma maduro en 
cepas diploides y tetraploides (Storchova et al. 2006; Wu et al. 2010), pero no 
se encontraron evidencias significativas en relación a la influencia de la ploidía 
sobre la expresión génica de forma global, sino que las diferencias de 
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expresión estaban sólo relacionadas con algunos genes involucrados con 
componentes estructurales de la célula. La comparación del perfil de 
transcripción naciente entre cepas con diferentes tamaños podrían darnos 
pistas de cómo funcionan los mecanismos de regulación de la expresión génica 
frente a diferencias en el tamaño celular provocados por mutaciones o por 
cambios en la ploidía.  
 Diversos estudios han demostrado que los niveles de proteínas y de 
RNA varían al aumentar el tamaño celular a lo largo del ciclo celular (Creanor & 
Mitchison 1982; Fraser & Nurse 1979)y revisado en(Mitchison 2003), pero tales 
estudios se basaron en métodos que analizaban el comportamiento global, e 
incluso, diversos autores presentan discrepancias entre si el aumento es lineal 
o exponencial a lo largo del ciclo. Más allá de esto, no se conoce aún el 
mecanismo global que coordinaría a la expresión génica con los cambio de 
volumen celular (revisado en(Marguerat & Bahler 2012). Estudios realizados en 
la levadura S. pombe utilizando cepas mutantes en factores relacionados con el 
ciclo celular, sugieren la existencia de una coordinación entre la expresión 
global del mRNA y el volumen celular (Zhurinsky et al. 2010). A su vez, la 
síntesis de proteínas también es ajustada durante el crecimiento celular de S. 
pombe (Creanor & Mitchison 1982). Entonces, ¿existe una dependencia entre 
la transcripción y el volumen celular en S. cerevisiae? Esta pregunta nace de 
los resultados de los capítulos anteriores, en los que se planteó que el volumen 
celular es un factor decisivo para expresar los datos obtenidos mediante GRO 
en unidades de concentración (SRap). Por lo tanto, en el presente capítulo se 
estudió el efecto que tiene el volumen celular sobre el recambio del RNA. 
 
c3.2 Tiempo de duplicación y volumen celular de las cepas estudiadas 
 Para llevar a cabo este estudio, se seleccionaron cepas con diferente 
volumen celular, pero con el mismo fondo genético que la cepa silvestre 
BY4741. Las diferencias de volumen de las cepas seleccionadas son 
consecuencia de la eliminación de algún factor que afecta a la fisiología celular 
o por cambios es su ploidía. La procedencia y el genotipo de cada cepa se 
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describen en la tabla m.1 (Materiales y métodos). Cabe recordar que la cepa 
BY4741 es haploide y deriva de la cepa S288c (Brachmann et al. 1998).  
 Dentro del grupo de cepas seleccionadas, hay cepas haploides mutantes 
que tienen un volumen celular menor respecto a la cepa silvestre (sfp1Δ y 
whi5Δ) y otras con un volumen mayor (cln3Δ y rpb4Δ), mientras que las 
restantes cepas son poliploides (BY4743 [2n], PY4993 [2n], PY4997 [3n] y 
PY4996 [4n]). Si bien las cepas mutantes sfp1Δ y rpb4Δ ya fueron estudiadas 
en los capítulos 1 y 2, en este capítulo se estudiará si la diferencia de volumen 
que estas poseen ejerce algún efecto sobre el recambio del RNA. La figura 
c3.1 presenta las diferencias de volumen celular entre las cepas estudiadas 
respecto a la cepa silvestre BY4741. 
 Se entiende por tiempo de duplicación generacional el período que tarda 
un cultivo en duplicar su cantidad de células. Las cepas poliploides 2n, 3n y 4n 
junto a los mutantes whi5Δ y cln3Δ fueron elegidas para este estudio debido a 
que poseen un tiempo de duplicación similar a la cepa silvestre BY4741 (una 
diferencia menor al 12% para las cepas mutantes whi5Δ y cln3Δ, tabla c3.1), lo 
cual permite minimizar las diferencias de nTR que introduce una velocidad de 
crecimiento distinta (García-Martínez et al. 2015). Además, los factores Whi5 y 
Cln3 están implicados en la regulación del ciclo celular a nivel de la transición 
G1-start. Por un lado, el factor Whi5 inhibe la transición de G1 hacia start, 
mientras que por el otro, el factor Cln3 la facilita. Por tal motivo un mutante 
whi5Δ posee un volumen pequeño (las células tienen una fase G1 corta), 
mientras que un mutante cln3Δ posee un volumen grande (las células se 
quedan atrapadas durante más tiempo en G1). La tabla c3.1 resume los 
valores de tiempo generacional, volumen celular, contenido de gDNA y de RNA 
de todas las cepas utilizadas en este trabajo. 
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Figura c3.1. Volumen celular de las cepas estudiadas. El histograma en A 
muestra el volumen relativo de las cepas utilizadas para desarrollar este 
capítulo. Las barras oscuras indican el volumen relativo de los mutantes nulos 
respecto a la cepa silvestre BY4741 (en blanco), mientras que las barras grises 
muestran el volumen relativo de las cepas poliploides. Las barras representan 
la media de 3 experimentos. La línea vertical punteada marca el valor relativo 
igual a 1 unidad para la cepa silvestre BY4741, mientras que la leyenda de la 
derecha indica la ploidía y el volumen de cada cepa (fL). En B se muestran 
imágenes de microscopía para algunas de las cepas utilizadas en este trabajo.  
cln3Δ rpb4Δ BY4741 n whi5Δ sfp1Δ 
PY4993 2n PY49973n PY49964n BY4743 2n xrn1Δ 
A 
B 
PY4996 
PY4997 
PY4993 
xrn1Δ 
rpb4Δ 
cln3Δ 
BY4743 
BY4741 
whi5Δ 
sfp1Δ 
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c3.3 Tamaño de vacuolas y volumen citoplasmático 
 Diversos estudios han demostrado que varias de las estructuras 
celulares cambian de tamaño junto al aumento de volumen. Una de las 
primeras observaciones registradas a nivel microscópico indicó que las células 
mantienen una cierta proporción entre el tamaño del núcleo y el citoplasma 
circundante, lo cual fue llamado como "karyoplasmic ratio" (Cavalier-Smith 
2005; Strasburger 1893), o en palabras más recientes "el volumen del núcleo 
es proporcional a la cantidad de citoplasma circundante" (Neumann & Nurse 
2007). En S. cerevisiae, un estudio determinó que la relación [volumen núcleo / 
volumen celular] es de alrededor de un 7% (Jorgensen et al. 2007), valor 
similar al 8% determinado en S. pombe (Neumann & Nurse 2007). En ambos 
trabajos, los autores demostraron que esta relación se mantiene durante 
cambios en el volumen celular, compensando el volumen nuclear. Por otro 
lado, también se ha reportado que en S. cerevisiae el tamaño de la mitocondria 
aumenta con el volumen celular (Rafelski et al. 2012). Por lo tanto, diversas 
estructuras escalan su tamaño en relación al volumen celular. 
 En nuestro trabajo hemos ajustado nuestros datos de GRO por el 
cambio de volumen celular para expresar la síntesis del mRNA en unidades de 
concentración (SRap), lo cual nos permite determinar la estabilidad del mRNA 
de manera indirecta (RSind) al dividir la SRap por la concentración de mRNA 
(RC). Para esto, hemos asumido que un aumento del volumen celular se 
acompaña con un aumento del volumen citoplasmático. Pero si el volumen 
celular aumenta y las estructuras celulares también, ¿el volumen citoplasmático 
incrementa proporcionalmente con el volumen celular? 
 Uno de los orgánulos más grandes en S. cerevisiae es la vacuola. Su 
tamaño puede variar según el genotipo y la condición fisiológica de la célula. 
Se ha reportado en cepas silvestres de fondo W303A y BY4741 que la razón 
[volumen vacuola / volumen celular] es de alrededor de un 7% a un 10% (Chan 
& Marshall 2014). En el mismo estudio se demostró que durante el crecimiento 
exponencial, las células de mayor tamaño en la población celular presentan 
vacuolas más grandes. Esto indica que la vacuola incrementa su volumen en 
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las células que poseen un mayor tamaño dentro de la población celular, pero 
no aclara si este incremento es proporcional. 
 Para determinar cómo cambia el volumen citoplasmático realizamos 
sucesivas determinaciones del volumen celular, acompañadas de mediciones 
del volumen vacuolar, utilizando el compuesto quinacrina (SIGMA, Q3251) de 
acuerdo a como se indica en el apartado m4 de Materiales y métodos. El 
compuesto quinacrina es fluorescente y cruza las membranas celulares, 
acumulándose en la vacuola por su pH ácido (Weisman et al. 1987), 
permitiendo su observación bajo microscopio de fluorescencia (Hughes & 
Gottschling 2012). Con éste compuesto, se coloreó la vacuola de las cepas 
silvestres BY4741, BY4743 e YMC458, así como la de los mutantes whi5Δ, 
cln3Δ, xrn1Δ, xrn1D208A y de las cepas poliploides PY4993, PY4997 y PY4996. 
Asumiendo que el volumen nuclear cambia proporcionalmente, manteniéndose 
en un 7% respecto al volumen celular (Jorgensen et al. 2007), y que el volumen 
de las mitocondrias y otros orgánulos cambia también de forma proporcional, 
se calculó el volumen citoplasmático sustrayendo desde el volumen celular los 
valores de volumen nuclear y vacuolar (se desprecia el volumen de otros 
orgánulos en éste cálculo) según: 
Volumen citoplasma = Vol. célula - Vol. vacuola - Vol. núcleo 
 En la figura c3.2 A se muestra que el aumento en el volumen celular se 
acompaña de un aumento en el volumen de la vacuola y del citoplasma. El 
aumento del volumen de la vacuola se relaciona con el aumento del volumen 
celular, no obstante, el aumento del volumen celular está mejor correlacionado 
con el aumento del volumen citoplasmático que con el aumento del volumen 
vacuolar. Estos resultados nos permiten descartar que el aumento de tamaño 
de la célula sea consecuencia sólo del aumento del tamaño de la vacuola. 
Además, esta observación justifica nuestra corrección de la señal de GRO por 
el volumen celular para expresar nuestros datos como SRap. Por lo tanto, 
concluimos que es correcto dividir la señal de GRO por el cambio del volumen 
celular, debido a que el volumen citoplasmático aumenta proporcionalmente 
éste (figura c3.2 B). 
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 En la figura c3.2 C se muestran los valores determinados para el 
volumen celular y vacuolar, y los valores estimados para el volumen nuclear y 
citoplasmático. Además, se indican las razones entre el [volumen vacuolar / 
volumen celular] y [volumen citoplasmático / volumen celular]. Por cada cepa 
se midieron entre 100 a 300 células, dependiendo de la calidad y estabilidad de 
la tinción obtenida por quinacrina. Es interesante destacar que para las cepas 
del fondo BY4741 la razón [volumen vacuolar / volumen celular] es en 
promedio 0.24±0.05, mientras que para las cepas de fondo YMC es de 
0.40±0.02. Como consecuencia de ello, la razón [volumen citoplasmático / 
volumen celular] es menor en las cepas YMCs respecto a las cepas de fondo 
BY4741 (0.53±0.02 frente a 0.69±0.05 respectivamente). Esto indica que estas 
razones son dependientes del fondo genético, es decir, las cepas YMCs 
poseen vacuolas más grandes (y menos citoplasma) que las cepas de fondo 
BY4741. 
 En la figura c3.2 D se muestran imágenes de microscopia DIC 
superpuestas a las de microscopía de fluorescencia para mostrar el tamaño de 
las vacuolas (coloreadas en verde). En estas imágenes se ve el cambio de 
volumen celular y de la vacuola entre las diferentes cepas. Hay que destacar 
que la quinacrina no tiñe todas las vacuolas de un cultivo celular, debido a que 
este compuesto se acumula en los compartimentos ácidos durante un período 
corto de tiempo y su fluorescencia decae rápidamente. Por tal motivo, no todas 
las células presentadas en la figura c3.2 D muestran sus vacuolas coloreadas. 
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Figura c3.2. Volumen nuclear, vacuolar y citoplasmático en cepas con 
diferente volumen celular. En A se muestra el volumen celular de las cepas 
estudiadas respecto al volumen vacuolar, nuclear (estimado como el 7% del 
volumen celular) y citoplasmático (determinado desde el volumen celular 
menos el volumen vacuolar y nuclear). En B se muestra el cambio de volumen 
citoplasmático relativo a la cepa silvestre BY4741 frente al cambio de volumen 
celular. En C se muestran los valores para el volumen celular, vacuolar, nuclear 
y citoplasmático, así como la razón entre el volumen vacuolar respecto al 
volumen celular y la razón entre el volumen citoplasmático respecto al volumen 
celular. En D se muestran imágenes de microscopía DIC de cada una de las 
cepas con una superposición de microscopía de fluorescencia para las 
vacuolas teñidas con quinacrina, coloreadas en verde. 
 
Cepa Vol. celular (fL) Vol. Vacuola (fL) Vol. Nuclear (fL) Vol. Citoplasma (fl) [vol. Vac / vo.l Cel] [vol. Cito / vol. Cel]
whi5 Δ 38 11.1 2.7 24.2 0.29 0.64
BY4741 50 10.9 3.5 35.6 0.22 0.71
BY4743 71 13.1 5.0 52.9 0.18 0.75
cln3 Δ 93 27.2 6.5 59.3 0.29 0.64
PY4993 69 12.1 4.8 52.0 0.18 0.75
PY4997 94 20.6 6.6 66.8 0.22 0.71
PY4996 124 34.6 8.7 80.8 0.28 0.65
YMC458 50 21.6 3.5 24.9 0.43 0.50
xrn1 D208A 88 33.1 6.2 48.8 0.38 0.55
xrn1 Δ 95 37.9 6.7 50.5 0.40 0.53
PY4993 2n cln3Δ n BY4743 2n whi5Δ n 
PY4997 3n PY4996 4n xrn1Δ n 
BY4741 n 
YMC458 n xrn1D208A n 
A B 
C 
D 
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c3.4 Volumen celular y contenido de DNA genómico 
 En el estudio de Storchova y colaboradores (2006), se indica que el 
volumen aumenta en proporción directa a la ploidía (figura 5.a, Stochova et al. 
2006), es decir, el volumen de la cepa diploide es el doble de la cepa haploide, 
y a su vez, la cepa triploide y tetraploide poseen exactamente el triple y el 
cuádruple del volumen de la cepa haploide. Un estudio previo, realizado por 
Galitski y colaboradores (1999), reportó que el tamaño de la células de S. 
cerevisiae incrementa con la ploidía, debido a que al aumentar la ploidía (de n 
hasta 4n), las expresión de las ciclinas de G1 Cln1 y Pcl1 está reprimida, 
entonces las células pasan más tiempo en G1, provocando que el volumen 
umbral necesario para pasar a start aumente. Pero el incremento de tamaño 
que registraron los autores de tal estudio no es estrictamente proporcional al 
incremento de ploidía (Galitski et al. 1999). En ambos trabajos el fondo 
genético de las cepas utilizadas es distinto y el volumen celular se determinó 
mediante microscopia. Esto puede afectar las mediciones de volumen, ya que 
estas se basan en la determinación del largo y ancho de un grupo de células, 
cuya elección puede no ser completamente aleatoria. Sin embargo, en ambos 
estudios se concluye que la ploidía ejerce un efecto sobre el tamaño celular y 
en la organización del citoesqueleto. 
 A diferencia de lo que se indica en el estudio de Storchova y 
colaboradores (2006), y a pesar que hemos utilizado las mismas cepas 
proporcionadas por esos autores, en nuestro trabajo hemos observado que el 
volumen celular no escala estrictamente proporcional a la ploidía celular (figura 
c3.1 y tabla c3.1). Nuestros resultados muestran un incremento de 1.4, 1.9 y 
2.5 veces respectivamente, es decir, el aumento de volumen es menor al 
registrado en los trabajos de Storchova y Galitski. Quizá esto se deba a que 
nuestra estimación del volumen celular se realizó utilizando un instrumento que 
mide el cambio de resistencia eléctrica provocado por las diferencias en el 
volumen celular (Coulter, Beckman), lo cual entrega una determinación muy 
precisa, debido a que en cada medición se determina el volumen de miles de 
células simultáneamente, minimizando la irregularidades de la distribución de 
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tamaños utilizando el valor de la mediana de la población, reduciendo así la 
influencia de los valores extremos. 
 Utilizando una tinción de Yoduro de propidio, se determinó por citometría 
de flujo el contenido de DNA genómico en un cultivo en crecimiento 
exponencial en YPD para las cepas estudiadas. Para las cepas provenientes 
de fondo BY, el contenido de DNA fue relativizado al de la cepa silvestre 
BY4741, mientras que el contenido de DNA de las cepas mutantes para el 
factor Xrn1 fue relativizado respecto al de la cepa silvestre YMC458 (figura c3.3 
y tabla c3.1).  
 Dado que la nTR depende de la cantidad de copias de genes que posee 
la población celular (Perez-Ortin et al. 2013b), se utilizó el contenido de DNA 
genómico para corregir la señal de GRO y transformarla en nTR (descrito en el 
apartado i.3 de la introducción). La tabla c3.1 indica el contenido de DNA 
genómico relativo, mientras que la figura c3.3 enseña los histogramas de 
distribución de células según su contenido de DNA genómico, en donde se 
muestran las diferencias entre las cepas mutantes y las cepas con diferente 
ploidía. La cantidad de DNA genómico en algunas cepas no coincide 
exactamente con los múltiplos de la ploidía que estas poseen, sino que los 
valores de DNA genómico son algo inferiores a los esperados por la ploidía 
celular, sobre todo en la cepa tetraploide, debido a pequeñas diferencias en la 
distribución de las células entre los dos picos del perfil de citometría, lo que 
genera pequeñas diferencias en la cantidad promedio de DNA genómico en la 
población con respecto a la esperada por su ploidía. 
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Figura c3.3. Perfiles de citometría de flujo de las cepas estudiadas. Las 
imágenes muestran el contenido de DNA determinado por citometría de flujo. 
La ordenada de cada histograma indica el número de cuentas adquiridas para 
el índice de contenido de DNA. El contenido de DNA genómico de las cepas 
provenientes de un fondo BY fue relativizado al contenido de la cepa silvestre 
BY4741 (valor indicado en rojo), mientras que para los mutantes en el factor 
Xrn1, el contenido fue relativizado respecto a la cepa silvestre YMC458 (valor 
indicado en verde). Se consideró el primer pico del histograma de la cepa 
silvestre (BY4741 o YMC458) como el valor de intensidad correspondiente a 
ploidía n, mientras que el segundo pico a 2n. La ploidía se indica entre 
paréntesis al costado del nombre de la cepa. Los valores relativos 
corresponden a la media de 3 experimentos independientes. 
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c3.5 Cantidad y concentración del RNA respecto al volumen celular 
 Diversos estudios han demostrado que la cantidad de proteínas y la 
cantidad de RNA total (principalmente la suma de rRNA, tRNA y mRNA), 
incrementan con el volumen celular durante el ciclo celular (Creanor & 
Mitchison 1982; Fraser & Nurse 1979)y revisado en(Marguerat & Bahler 2012; 
Mitchison 2003). Es decir, frente a variaciones del volumen celular, la célula 
mantiene la concentración de las macromoléculas dentro de ciertos niveles. 
Para lograr esto, es necesario coordinar la expresión génica con el volumen 
celular. Sí pensamos en una célula de S. cerevisiae haploide, cuyo volumen es 
mayor al de una cepa silvestre (también haploide), la dosis génica de ambas 
cepas es igual, pero su tamaño es distinto. A nivel de transcripción, para 
mantener la concentración de macromoléculas, la célula grande podría seguir 
dos estrategias: 1) aumentar la síntesis del RNA 2) aumentar la estabilidad de 
los transcritos. Sin embargo, en S. cerevisiae poco se ha estudiado cómo se 
comporta la transcripción con el volumen celular. 
 En S. pombe, Zhurinsky y colaboradores (2010), utilizando cepas 
mutantes en factores relacionados con el ciclo celular (wee1-50 y cdc25-22, 
con fenotipos de tamaño pequeño y grande respecto a una cepa silvestre), 
encontraron que la producción de RNA total, de mRNA y de proteínas varía 
proporcionalmente al tamaño celular, lo que les llevó a proponer que existe un 
control coordinado de la transcripción con el volumen celular. Sin embargo, en 
S. cerevisiae no se conoce cómo se comporta el recambio del mRNA en cepas 
con diferente volumen. La figura c3.4 muestra comparaciones entre la cantidad 
de RNA total, la concentración de RNA total y la concentración de RNA 
mensajero respecto al volumen celular de una serie de cepas. Además, se 
muestra la variación del contenido de gDNA respecto al volumen celular en 
cepas poliploides. Esta figura muestra que el incremento de contenido de 
gDNA no se relaciona de forma proporcional con el cambio de volumen, es 
decir, un incremento de 2 veces el contenido de gDNA como ocurre con las 
cepas diploides BY4743 y PY4996 supone sólo un incremento de 1.5 veces 
respecto a la cepa silvestre BY4741. Eso indica que el aumento en el contenido 
de gDNA (por el aumento en la ploidía), se acompaña de un aumento del 
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volumen celular, que no es estrictamente proporcional según lo reportado por 
Storchova y colaboradores (2006). 
 Por otro lado, en la figura c3.4 B se muestra que la cantidad de RNA 
total (que incluye el rRNA, tRNA y mRNA), aumenta con el volumen celular. Es 
decir, las cepas que poseen un volumen mayor respecto a la cepa silvestre, 
poseen una mayor cantidad de RNA. Esto concuerda con los reportado en 
literatura (Fraser & Nurse 1979; Zhurinsky et al. 2010)y revisado en(Marguerat 
& Bahler 2012; Mitchison 2003). Es importante destacar que estos cambios no 
son proporcionalmente precisos, es decir, una célula del doble de tamaño no 
posee exactamente el doble de RNA total. Esto indica que la célula no 
mantiene estrictamente la concentración de todas las moléculas que componen 
el RNA total. Se concluye que las proporciones entre el rRNA, tRNA y mRNA 
no son exactamente iguales en cepas de mayor volumen, aunque se aprecia 
un control homeostático de la concentración del RNA total. 
 Al expresar los datos de RNA total en concentración (figura c3.4 C), se 
encontró que no existe una tendencia entre el volumen celular y la 
concentración de RNA total, y que la variación en la concentración se ajusta 
entre un +/- 50% respecto a la cepa silvestre. Similares resultados se 
obtuvieron analizando la concentración de mRNA (figura c3.4 D), en donde 
todas las cepas poseen un descenso en la concentración de mRNA respecto al 
volumen celular (salvo para la cepa rpb4Δ, la cual presenta mayor 
concentración de mensajeros). Este resultado, a diferencia de lo reportado en 
S. pombe por Zhurinsky y colaboradores (2010), indica que los niveles del 
mRNA en S. cerevisiae están sometidos a un control menos estricto en función 
del volumen celular, pero sugiere la existencia de un control homeostático 
específico para el mRNA dentro de un +/- 50%. 
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Figura c3.4. Cantidad y concentración de ácidos nucléicos respecto al volumen 
celular. En A se muestra el cambio de volumen celular con el contenido de 
gDNA para cepas con diferente ploidía, mientras que en B se muestra la 
cantidad de RNA total respecto al volumen celular. En C y D se muestra la 
concentración de RNA total y de RNA mensajero frente al volumen celular. Los 
valores de las cepas de fondo BY han sido relativizados frente a los valores de 
la cepa silvestre BY4741, mientras que los de xrn1Δ han sido relativizados a la 
cepa YMC458. La línea diagonal negra marca la bisectriz, mientras que la línea 
punteada negra marca la pendiente. Las líneas punteadas grises se cruzan en 
el valor relativo de la cepa silvestre BY4741. En C y D las líneas negras 
verticales marcan aproximadamente el margen en el cual el RNA varía. 
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c3.6 Transcripción global en cepas con diferente volumen 
 Como se indicó en la Introducción, las células eucariotas poseen 3 tipos 
de RNA polimerasas nucleares. Cada una de estas polimerasas transcribe 
diferentes grupos de genes. La cantidad de RNA total en una célula depende 
de la actividad de estas tres polimerasas. Utilizando un método basado en Run-
On, que en nuestro grupo llamamos Mini-GRO, es posible determinar la 
actividad de las tres RNAs polimerasas simultáneamente durante un pulso de 
elongación transcripcional en presencia de nucléotidos radioactivos. A 
diferencia del GRO, el Mini-GRO consiste en una reacción de Run-On a 
pequeña escala, cuyos productos marcados son cuantificados para determinar 
los niveles de transcripción global. 
 Utilizando la técnica de Mini-GRO, descrita en el apartado m8.5 de 
Materiales y métodos, se determinó el nivel de transcripción global de las cepas 
sfp1Δ, whi5Δ, cln3Δ, rpb4Δ, PY4993, PY4997 y PY4996 relativo a la cepa 
silvestreBY4741. En estas cepas, la transcripción global aumenta al 
incrementar el volumen celular respecto a la cepa silvestre (figura c3.5 A). Es 
decir, la incorporación de radioactividad durante el pulso de Run-On relativa a 
la cepa silvestre es mayor en las cepas con un volumen mayor (figura c3.5 C). 
Esta observación concuerda con lo presentado en la figura c3.4 B, en donde se 
muestra que la cantidad de RNA total aumenta con el volumen celular. Por lo 
tanto, el RNA total aumenta proporcionalmente con la transcripción global al 
aumentar el volumen celular (figura c3.5 B). 
 Los resultados presentados en las figuras c3.5 A, B y C se obtuvieron 
utilizando igual número de células durante la reacción de Run-On. Sin 
embargo, el aumento en la ploidía provoca que el número de unidades 
transcripcionales aumente en proporción al número de copias genómicas. Por 
tal motivo se decidió repetir el experimento de Mini-GRO igualando la dosis 
génica entre cepas, es decir, se ajustó el volumen de células recogidas para 
que durante la reacción de Run-On cada muestra poseyera el mismo número 
de unidades transcripcionales. Así, para la cepa diploide se tomó la mitad de 
células que para la cepa haploide, para la triploide un tercio y para la 
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tetraploide un cuarto. El resultado de la corrección fue que la nTR global de las 
cepas poliploides se ajustó a niveles cercanos a los de la cepa silvestre, 
mientras que las cepas haploides con un volumen mayor al de la cepa silvestre 
mantuvieron una nTR global superior (figura c3.5 D). Esto indica que en 
genotipos silvestres la nTR está aproximadamente repartida entre las 
diferentes copias de cada gen para mantener un nivel de SRap. La figura c3.5 E 
muestra los datos de SRap global, estimados desde los datos de nTR (figura 
c3.5 D), los que fueron corregidos multiplicando por el contenido de gDNA de la 
población y dividiéndolos por el cambio relativo del volumen celular respecto a 
la cepa silvestre (tabla c3.1), resultando que la SRap global se ajusta a los 
valores que posee la cepa silvestre. Similares resultados se obtuvieron al dividir 
los datos de la figura c3.5 C por el cambio relativo del volumen celular respecto 
a la cepa silvestre (figura no mostrada). En conjunto, los resultados 
presentados en la figura c3.5 indican que la transcripción global se ajusta a los 
requerimientos de la célula al cambiar el volumen de esta, es decir, existe un 
mecanismo de control global de la transcripción que regula que se sintetice el 
nivel de RNA total requerido según el volumen celular. Por lo tanto, si la 
concentración de RNA total y su síntesis se ajustan a los cambios de volumen 
celular para mantenerse, se concluye que la degradación global del RNA (kd 
promedio) no cambia con el volumen celular. 
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Figura c3.5. Cambios en la transcripción global respecto al volumen celular. En 
el panel A se muestra el nivel de transcripción global (RNA Pol I, II y II) relativo 
a la cepa silvestre en función del volumen celular, mientras que en B se 
muestra la cantidad de transcripción total contra la cantidad de RNA total. En C 
se muestran los resultados Mini-GRO para la transcripción global de cada una 
de las cepas. En D se muestra la transcripción total obtenida en la reacción de 
Run-On al utilizar el mismo número de unidades transcripcionales según se 
describe en el texto, mientras que en E se muestra la SRap obtenida desde los 
datos de la figura D corregida por el cambio en el volumen celular. Todos los 
datos han sido relativizados frente a los valores de la cepa silvestre BY4741 y 
corresponden a la media de 3 experimentos. 
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c3.7 Síntesis de la RNA Pol II con el volumen celular 
 Los resultados presentados en el apartado anterior indican que la 
síntesis del RNA total está sometida a un control global que ajusta su 
concentración al variar el volumen celular. La transcripción global corresponde 
a la suma de los productos transcripcionales de la RNA Pol I, II y III. En S. 
cerevisiae, la mayoría de los eventos transcripcionales son llevados a cabo por 
la RNA Pol I y III. Mientras que la síntesis del rRNA corresponde al 60% de los 
eventos transcripcionales, la síntesis de tRNA corresponde al 15% (Warner 
1999). Por lo tanto, gran parte de la síntesis del RNA guarda relación con la 
actividad transcripcional de la RNA Pol I y III (75%). Por ello, los resultados 
presentados en el apartado anterior están fuertemente influenciados por la 
transcripción mediada por tales polimerasas. Esto nos lleva a preguntarnos, 
¿qué ocurre con la transcripción de la RNA Pol II? Al comenzar los estudios 
relacionados con este capítulo, nuestra hipótesis era que la síntesis de mRNA 
debía compensarse exactamente con el aumento del volumen celular. En los 
capítulos anteriores se estudió la tasa de transcripción mediante Genomic Run-
On (GRO) en diferentes cepas mutantes. La señal de GRO obtenida fue 
corregida por el contenido de gDNA para expresarla como transcripción 
naciente (nTR) y por el volumen, para expresarla como tasa de síntesis (SRap). 
En este apartado estudiamos qué ocurre con estos parámetros en cepas con 
diferente volumen respecto a la cepa silvestre BY4741.  
 La variación de la concentración global del mRNA con el volumen celular 
puede deberse a diversas causas. Por un lado, es posible que ocurra un 
desacople entre la síntesis del mRNA y su degradación al variar el volumen 
celular y por tales motivos el mRNA oscile, o por otro lado, la célula no necesite 
ajustar la cantidad de mRNA, por lo tanto, al variar el volumen la concentración 
de mRNA no se ajuste, como se observa en gran parte de las cepas mostradas 
en la figura c3.4 D. En ese sentido, la figura c3.6 A muestra la intensidad de la 
señal de GRO de la distribución de alrededor de 5400 genes. En esta figura se 
puede ver que la síntesis mediada por la RNA Pol II entre las cepas mutantes 
whi5Δ y cln3Δ, así como en las cepas poliploides, es cercana a la de la cepa 
silvestre BY4741. Por su parte, las cepas sfp1Δ y rpb4Δ poseen una caída en 
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la señal de GRO (del 37 y 10% respectivamente), que se debe a los defectos 
transcripcionales introducidos por su mutación (Capítulo 1). Dejando de lado a 
los mutantes sfp1Δ y rpb4Δ, los resultados de la figura c3.6 A muestran que la 
mediana de la señal de GRO no varía con el volumen celular, indicando que la 
actividad transcripcional para un mismo número de células con diferente 
volumen celular no varía. Sin embargo, al expresar los datos globales de GRO 
como nTR (figura c3.6 B), corrigiendo los datos crudos de GRO por la cantidad 
de gDNA determinada por citometría de flujo (tabla c3.1), resultó que las cepas 
haploides sfp1Δ, whi5Δ, rpb4Δ y cln3Δ ajustan su transcripción a valores 
cercanos al de la cepa silvestre. Sin embargo, en las cepas poliploides, la nTR 
cae al aumentar la ploidía. Esto indica que la transcripción de la RNA Pol II se 
reparte entre las copias de cada gen. Por ejemplo, en la cepa triploide PY4997, 
cuya población tiene en promedio alrededor de 3 copias de un mismo gen, el 
aporte a la transcripción por cada copia sería de 1/3 de la transcripción que 
realiza un sólo gen en la cepa silvestre. 
 Al corregir la señal de GRO por el cambio en el volumen celular para 
expresar los datos de transcripción como SRap (es decir, la concentración de 
nuevas moléculas de mRNA producidas), resultó que la mediana de la tasa de 
síntesis en los mutantes pequeños es mayor a la mediana de la cepa silvestre, 
mientras que la SRap en las cepas de tamaño grande se ubica por debajo de la 
mediana de la cepa silvestre (figura c3.6 C). Tal observación explicaría la 
disminución en la concentración del mRNA mostrado en la figura c3.4 D 
respecto de la cepa silvestre (obviando a la cepa rpb4Δ), es decir, tanto la 
concentración de mRNA maduro como la síntesis de nuevas moléculas de 
mRNA no se compensan durante el aumento en el volumen celular. En 
conjunto, los resultados mostrados en A, B y C de la figura c3.6 indican que la 
síntesis del mRNA no está sujeta a un control global que perciba el cambio en 
el volumen celular, sino que al aumentar de volumen, la célula compensa la 
necesidad de sintetizar más proteínas aumentando la cantidad de 
componentes para la maquinaria de traducción (rRNA y tRNAs), sin aumentar 
la síntesis de mRNA. 
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 Asumiendo un estado estacionario para el recambio del mRNA y 
utilizando como medida de la síntesis y concentración del mRNA la mediana de 
los datos presentados en las figuras c3.6 C y c3.4 D, se determinó el cambio en 
la RSind global respecto a la cepa silvestre BY4741. El valor de RSind de cada 
cepa fue comparado con el volumen celular (figura c3.6 D), encontrándose que 
la estabilidad del mRNA no varía apreciablemente respecto a la de la cepa 
silvestre BY4741 (obviando a las cepas rpb4Δ y sfp1Δ, cuya estabilidad según 
los resultados del capítulo 1 varían considerablemente). Esto indica que las 
variaciones en la concentración del mRNA con el volumen celular (figura c3.4 
D) se explican por las variaciones de la SRap (figura c3.6 D) y no por 
variaciones importantes de la estabilidad. Es decir, la concentración de mRNA 
maduro que poseen las células con diferente volumen es consecuencia del 
nivel de síntesis de nuevas moléculas de mRNA más que de cambios en la 
estabilidad de los mensajeros. 
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Figura c3.6. Síntesis y estabilidad del mRNA en cepas con diferentes 
volúmenes celulares. La figura A muestra la distribución de la señal de GRO 
para alrededor de 5400 genes respecto a los datos de la cepa silvestre 
BY4741. En B se muestran los datos de GRO convertidos en nTR, corregirlos 
por el contenido de gDNA de cada cepa. En C se enseñan los datos de GRO 
corregidos por el volumen celular, expresados como SRap. En D se enseñan los 
valores relativos de la mediana para la SRap, RC y RSind respecto al cambio del 
volumen celular. Los datos corresponden a la media normalizada de 3 
experimentos, cuya mediana ha sido relativizada a la mediana de la cepa 
silvestre BY4741, a la cual se le dio un valor de mediana igual a 1.  
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c3.8 Genes diferencialmente expresados en el cambio de volumen celular 
 Utilizando los datos de GRO, se estudió la expresión diferencial en las 
cepas con distinto volumen respecto a la cepa silvestre BY4741. La figura c3.7 
A muestra un mapa de calor de la transcripción de todas estas cepas. En tal 
figura, el color verde indica un nivel de expresión bajo, el color rojo indica un 
nivel de expresión alto, mientras que el color negro corresponde a la transición 
entre verde y rojo. Al comparar el patrón de transcripción entre las cepas, se 
observa que en las cepas mutantes sfp1Δ y rpb4Δ el patrón transcripcional es 
muy diferente al que presentan las cepas whi5Δ, cln3Δ, PY4993, PY4997 y 
PY4996. A su vez, la transcripción de las cepas whi5Δ, cln3Δ, PY4993, PY4997 
y PY4996 presenta un patrón similar al de la cepa silvestre BY4741. Es decir, 
en el cambio en el volumen celular (y/o ploidía), la transcripción presenta 
patrones de expresión similares al que posee la cepa silvestre.  
 Para estudiar los genes diferencialmente expresados en el conjunto de 
datos presentados en la figura c3.7 A se utilizó la herramienta SAM (Tusher et 
al. 2001), explicada en apartado c1.5 del capítulo 1. En estos datos se buscó 
genes diferenciales entre las cepas con volumen celular variable, utilizando 
como co-variable el volumen de cada cepa, es decir, se buscó genes 
diferenciales entre todas las cepas a la vez. De este estudio se excluyó a las 
cepas sfp1Δ y rpb4Δ debido a que consideramos que sus diferencias de 
expresión son consecuencia de su mutación más que de la diferencia de 
volumen celular (Capítulo 1). Mediante SAM, se encontró un número de 434 
genes sobreexpresados y 125 genes cuya transcripción está infraexpresada 
(figura c3.7 B). Ambos grupos corresponden a genes cuya expresión presenta 
dependencia con el volumen celular. La figura c3.7 B muestra el número de 
genes diferencialmente expresados en ambas búsquedas, mientras que en el 
panel C de la misma figura muestra las categorías funcionales de ontología 
génica encontradas. 
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Figura c3.7. Perfil de transcripción y genes diferencialmente expresados en las 
cepas con diferente volumen celular. En A se muestra el perfil de transcripción 
de 5416 genes de S. cerevisiae determinado mediante GRO. El color rojo 
muestra a los genes con un nivel de expresión alta, mientras que el color verde 
muestra a los que poseen un nivel de expresión baja. El color negro destaca a 
los genes que no poseen cambios en su expresión génica. En la figura B se 
muestra un gráfico del tipo Q-Q para representar la diferencia en la expresión 
de los genes según la distribución que estos poseen en el conjunto de datos. 
Los genes marcados en rojo corresponden a genes sobreexpresados, mientras 
que los marcados en verde corresponden a los genes infraexpresados. En C se 
muestran las categorías funcionales determinadas por SAM asociadas a los 
genes diferenciales del gráfico en B. 
 
  
 
 
GO Sobre-expresado Descripción P-valor
GO:0032196 transposition 1.07E-06
GO:0022900 electron transport chain 4.44E-06
GO:0006091 generation of precursor metabolites and energy 5.49E-05
GO:0015986 ATP synthesis coupled proton transport 2.57E-04
GO:0070469 respiratory chain 2.57E-04
GO Infra-expresado Descripción P-valor
GO:0005886 plasma membrane 7.14E-06
GO:0019236 response to pheromone 1.84E-06
GO:0000025 maltose catabolic process 4.55E-04
GO:0051321 meiotic cell cycle 6.84E-04
A B 
C 
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 Dentro del grupo de genes que poseen un incremento en la expresión 
con el volumen celular, destacan categorías funcionales relacionadas con el 
metabolismo energético y la transposición, mientras que del conjunto de genes 
con un descenso en la expresión destacan categorías envueltas en meiosis, 
membrana celular, metabolismo de maltosa y respuesta a feromonas. A la vista 
de estos resultados, al utilizar el cambio de volumen como covariable, los 
genes que incrementan su expresión se relacionan con un aparente aumento 
de la tasa de respiración con el cambio de volumen celular, mientras que los 
genes que disminuyen su expresión se relacionan con la regulación de los 
procesos de reproducción y de estructuras celulares como la membrana 
celular. 
  
c3.9 Discusión 
 Diversos trabajos han estudiado los cambios celulares asociados a las 
diferentes etapas del ciclo celular en S. cerevisiae. En muchos de ellos se 
demostró que parte importante de las macromoléculas y estructuras celulares 
se ajustan a los cambios de tamaño celular que experimenta la célula. Esto es 
lógico desde el punto de vista que células más grandes necesitan más 
componentes para mantener sus estructuras, además, durante el ciclo celular 
es necesario asegurar el nivel de elementos que serán traspasados de la célula 
madre a la hija. Más allá de los cambios de volúmenes que ocurren durante el 
ciclo celular ¿qué ocurre entre células con diferente volumen celular? Esta 
pregunta nace desde nuestros estudios realizados en los capítulos anteriores, 
en donde vimos la necesidad de corregir los datos obtenidos para GRO 
dividiéndolos por el cambio de volumen celular relativo a la cepa silvestre para 
expresarlos en unidades de concentración. Esta aproximación fue realizada 
con el objetivo de poder determinar la estabilidad del mRNA (RSind) dividiendo 
la concentración de mRNA (RC) por la tasa síntesis (SRap) estimada desde los 
datos de GRO.  
 Para que nuestra estimación de la SRap a partir de los datos de GRO 
corregidos por el volumen celular sea correcta, el citoplasma, que es donde las 
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nuevas moléculas de mRNA se encuentran en suspensión, debe aumentar 
proporcionalmente al cambio de volumen celular. Diversos autores han 
comprobado que muchas de las estructuras celulares escalan con el aumento 
de volumen (Chan & Marshall 2014; Jorgensen et al. 2007; Rafelski et al. 
2012), por lo tanto, es de esperar que el volumen citoplasmático también lo 
haga. Dado que en S. cerevisiae el orgánulo más grande es la vacuola, se 
realizaron sucesivas mediciones del volumen vacuolar en cepas con diferente 
volumen celular. Asumiendo que el volumen nuclear es un 7% del volumen 
celular (Jorgensen et al. 2007), estimamos el volumen citoplasmático 
sustrayendo desde el valor del volumen celular el volumen nuclear y vacuolar 
(figura c3.2). Nuestros resultados indican que el volumen del citoplasma escala 
proporcionalmente al volumen celular. Entonces, nuestra corrección de los 
datos de GRO por el volumen celular para estimar la SRap es correcta. No 
obstante, lo estrictamente correcto sería corregir los datos de GRO por el 
volumen citoplasmático real, pero la determinación de éste es engorrosa, 
mientras que la determinación del volumen celular es rápida y repetitiva.  
 Al comenzar a trabajar en este capítulo, y debido a los antecedentes 
recopilados en trabajos de otros autores (Storchova et al. 2006; Zhurinsky et al. 
2010), nos preguntamos si la tasa de transcripción aumenta a medida que el 
volumen celular crece. Es decir, si la producción de muchas de las 
macromoléculas de la célula se compensa durante el cambio de volumen 
celular para mantener su concentración dentro de ciertos parámetros ¿qué 
ocurre con las síntesis del RNA mensajero? 
 Por otro lado, en sucesivas extracciones de RNA observamos que la 
cantidad de RNA total aumenta con el volumen celular (figura c3.4 B), lo que 
concuerda con estudios realizados durante los cambios de volumen que 
experimenta la célula en el ciclo celular (Fraser & Nurse 1979). Con ello la 
concentración de RNA total tiende a compensarse con el cambio del volumen 
celular (figura c3.4 C), pero sorprendentemente, la concentración de mRNA no 
se compensa (figura c.3.4 D). Debido a que gran parte del RNA total 
corresponde a rRNA y tRNA (Warner 1999), los resultados obtenidos en este 
capítulo indican que las células tienden a ajustar la síntesis de la RNA Pol I y III 
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con el volumen celular, pero no así la síntesis de la RNA Pol II, lo cual indica 
que a nivel global existe un mecanismo que compensa los niveles de 
transcripción (SR) para la síntesis de los componentes de la maquinaria 
traduccional, pero no así la SR del mRNA.  
 Para estudiar las posibles diferencias en la transcripción, utilizamos dos 
aproximaciones, la primera, el ya descrito GRO, con el cual estudiamos la tasa 
de transcripción mediada por la RNA Pol II. La segunda aproximación fue el 
protocolo de Mini-GRO. Esta metodología nos permite determinar la 
transcripción global, es decir, la transcripción de las 3 RNA Pol 
simultáneamente, mediante la incorporación de nucleótidos radioactivos 
durante una reacción de Run-On. Los resultados mostraron que la transcripción 
global (suma de la actividad de las 3 RNA Pol) correlaciona con el tamaño 
celular (figura c3.5 A y B), mientras que la señal de GRO no escala con el 
volumen celular (figura c3.6 A). Por lo tanto, en un cultivo con el mismo número 
de células en fase exponencial de crecimiento, las cepas con mayor tamaño 
tienden a compensar la síntesis de RNA total, aumentándola, para mantener la 
concentración del rRNA y de tRNAs, mientras que la síntesis de mRNA (SRap) 
disminuye (figura c3.6 C). Es más, dado que algunas de las cepas estudiadas 
tienen una dosis génica mayor por ser poliploides, este resultado indica que la 
transcripción por copia de cada gen disminuye significativamente al aumentar 
la ploidía (figura c3.6 B). En conjunto, estos resultados indican que se sintetiza 
más rRNAs y tRNAs para suplir las necesidades de un aumento en la 
traducción de la célula, mientras que la síntesis efectiva de moléculas con la 
información necesaria para la síntesis de las proteínas disminuye al aumentar 
el volumen celular. Entonces, los cambios en la concentración de mRNAs se 
deben a las variaciones de la SR, más que a variaciones dadas por la 
estabilidad del mRNA (figura c3.6 D). Por otro lado, es importante destacar los 
resultados presentado en la figura c3.4, en donde se muestra que los niveles 
de la concentración total del RNA así como la del mRNA varían alrededor de un 
+/- 50% aproximadamente, indicando que existe un control homeostático sobre 
los niveles globales del RNA. 
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 Estudios realizados por diversos autores, analizaron los genes que 
estaban diferencialmente expresados a nivel de mRNA maduro en cepas con 
diferente volumen. En el estudio realizado por Zhurinsky y colaboradores 
(2010), los autores encontraron alrededor de 100 genes con cambios 
superiores a 1,5 veces sobre el nivel de los mensajeros en cepas de S. pombe 
con diferente tamaño, concluyendo que la tasa de expresión de la mayoría de 
los genes se mantiene estrechamente coordinada. En el mismo estudio, se 
determinó la presencia de RNA Pol II mediante ChIP-on-Chip. Sólo 18 genes 
fueron comunes entre los cambios de mRNA y la presencia de la RNA Pol II. 
Por otro lado, en el estudio de Galitski y colaboradores (1999), los autores 
estudiaron los cambios de expresión respecto a la ploidía celular en cepas de 
S. cerevisiae (desde n, 2n, 3n a 4n). Sólo 17 genes fueron identificados como 
genes de respuesta a los cambios de ploidía (o volumen), de los cuales 10 
corresponden a genes que se inducen con el aumento en la ploidía, mientras 
que los otros 7 se reprimen. No obstante, estos genes están más relacionados 
con elementos estructurales y del ciclo celular que con procesos afines a la 
ploidía. Otro estudio relacionado con la variación de la ploidía de S. cerevisiae, 
concluyó que no hay grandes diferencias de expresión génica entre una cepa 
diploide y una cepa tetraploide, identificando sólo 8 genes diferencialmente 
expresados mediante microarrays. Algunos de estos genes están relacionados 
con la proliferación celular y la respuesta al estrés (Storchova et al. 2006). Por 
otro lado, el trabajo de Wu y colaboradores (2010), estudió el efecto de la 
ploidía y del tamaño celular sobre la transcripción utilizando técnicas de mayor 
sensibilidad (RNA-seq). Al comparar la abundancia relativa de mRNA entre una 
cepa haploide y una tetraploide, los autores de este estudio encontraron 35 
genes reprimidos y 30 genes inducidos, algunos de los cuáles están 
relacionados con la regulación del ciclo y la estructura celular, lo que los 
autores interpretan como que los cambios de expresión se deben más a los 
cambios en el volumen celular más que a los cambios de ploidía. Entonces, 
todos los estudios realizados hasta la fecha tienen en común la identificación 
de algunos pocos genes diferencialmente expresados durante el cambio en la 
ploidía, los que a su vez, se relacionan más con el cambio de volumen celular 
que con la ploidía.   
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 Históricamente, cada mecanismo que regula la expresión génica se ha 
estudiado de forma individual. Durante los últimos años, diversos trabajos han 
explorado las conexiones funcionales de la expresión de los genes y sus 
proteínas reguladoras, así como la conexión entre las distintas etapas 
consecutivas de la expresión génica, incluyendo el acoplamiento entre los 
procesos que se llevan a cabo en distintos compartimentos celulares, 
demostrando que la regulación génica funciona como un todo coordinado 
(Collart & Reese 2014; Komili & Silver 2008). Por ello, sería de esperar que la 
maquinaria de síntesis del mRNA influya sobre el funcionamiento de la 
maquinaria de degradación, y viceversa, para mantener los niveles de mRNA 
dentro de los niveles requeridos (homeostasia de la concentración del mRNA). 
Para este fin, resulta necesaria la existencia de mecanismos que comuniquen 
la degradación con la síntesis del mRNA de manera bidireccional. 
 El propósito de este trabajo ha sido recopilar evidencias de la existencia 
de mecanismos de coordinación y comunicación cruzada entre los procesos de 
degradación y síntesis del mRNA. Para ello hemos utilizado el organismo 
modelo S. cerevisiae que, a pesar de ser un eucarionte unicelular, ofrece 
amplias ventajas para este tipo de estudios debido a la gran cantidad de 
herramientas moleculares disponibles. Consideramos, sin embargo, que 
estamos investigando fenómenos que probablemente sean generales en los 
eucariontes. Con este objetivo general utilizamos por primera vez la técnica 
GRO, que se había aplicado hasta ahora a otros propósitos, como el estudio de 
los mecanismos moleculares de la transcripción (Jordan-Pla et al. 2015; 
Pelechano et al. 2009), la valoración de las respectivas influencias de la 
transcripción y la degradación de mRNAs a las situaciones de estado 
estacionario (Pelechano et al. 2010; Pelechano & Perez-Ortin 2010), o el 
estudio de respuestas fisiológicas a los cambios ambientales en cepas de tipo 
silvestre (Canadell et al. 2015; Castells-Roca et al. 2011; Garcia-Martinez et al. 
2004), o de cepas mutantes en rutas de señalización (Romero-Santacreu et al. 
2009). En el presente trabajo, sin embargo, hemos usado el GRO en mutantes 
para factores relacionados con la transcripción y la degradación del mRNA, así 
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como también, cepas con diferente volumen celular, con el objetivo de estudiar 
los procesos de regulación cruzada implicados en el recambio del mRNA. 
Los parámetros genómicos y fenotípicos de cada cepa fueron 
comparados con cepas de tipo silvestre para estudiar el cambio en la expresión 
génica y en las características fenotípicas, encontrándose que cuando se altera 
la transcripción, la degradación disminuye, y viceversa. Este resultado significa 
la verificación a escala genómica de la existencia de señalización en el sentido 
transcripción-degradación (núcleo-citoplasma) y la primera constatación de la 
existencia de señales en sentido inverso: desde la maquinaria de degradación 
hacia la de síntesis del mRNA (Haimovich et al. 2013; Medina et al. 2014). 
Un corolario principal que se deriva de nuestras observaciones es la 
existencia de una homeostasis de la [mRNA total]. En efecto, nuestras 
determinaciones globales de concentración de mRNA indican que las 
diferentes cepas estudiadas mantienen una concentración global dentro de un 
margen aproximado a un +/- un 50% respecto a la concentración de una cepa 
silvestre, resultado que concuerda con lo publicado por el grupo del Dr. P. 
Cramer con el método cDTA (Sun et al. 2013). Por lo tanto, cuando se varía la 
degradación, la síntesis o el volumen celular (con respecto a los de una cepa 
silvestre en condiciones de crecimiento exponencial), la [mRNA total] se 
mantiene dentro de ese margen homeostático global. Como ejemplos extremos 
tenemos a los mutantes sfp1Δy rpb4Δ, cuya [mRNA total] varía entre 0.49 y 
1.45 respecto a la cepa silvestre BY4741 (tabla c3.1), y las cepas mutantes y 
silvestres con diferente volumen celular, en las que la [mRNA total] se mantiene 
dentro de los valores ya descritos (figura c3.4).  
Hay que señalar que la homeostasis de la [mRNA total] no implica, en 
modo alguno, que deba existir una homeostasis individual para cada tipo de 
mRNA. De hecho las concentraciones de los diversos mRNAs son, 
necesariamente, variables para adaptarse a los cambios a los que la célula 
hace frente. Sin embargo, el hecho de que la suma de todas ellas se mantenga 
dentro de unos límites implica que las variaciones de concentración de unos 
mRNAs influyen sobre la concentración de otros mRNAs. Este efecto 
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probablemente es despreciable para una gran mayoría de los mRNAs que 
tienen un bajo número de copias (Pelechano et al. 2010). No obstante, para 
aquellos mRNAs abundantes (>100 moléculas/célula) las variaciones de su 
concentración pueden afectar a la [mRNA total]. Este hecho es especialmente 
relevante para algunos grupos de mRNAs abundantes y regulados de forma 
coordinada, tales como los de proteínas ribosómicas, histonas o genes 
glicolíticos, puesto que la suma de sus cantidades citoplasmáticas pueden 
representar importantes porcentajes del total (Pelechano et al. 2010). Esta 
hipótesis entrega una nueva luz sobre la interrelación entre los diversos 
mecanismos de regulación de la expresión génica. Así por ejemplo, podría ser 
una de las razones de la existencia de factores transcripcionales reguladores 
comunes entre grupos de genes con funciones tan distintas como las RP y los 
enzimas glicolíticos (Rap1,(Miyake et al. 2004) o las RP y las proteínas 
mitocondriales (Abf1,(Lieb et al. 2001). Así mismo, puede ser la causa de que 
los efectos sobre la estabilidad y transcripción simultáneos que hemos 
encontrado en la eliminación de la sintegradasa Xrn1 afecten de forma sesgada 
especialmente a los genes con niveles de mRNA más altos, constituyendo lo 
que hemos nombrado como “sintegradón de Xrn1”. Según esta visión, el 
sintegradón sería la consecuencia de que los mecanismos de regulación 
cruzada (cross-talk) mediados por Xrn1 (y quizá por otros factores) tienen por 
objeto principal el control homeostático de la [mRNA total]. Una consecuencia 
adicional de estas ideas sería que estos mecanismos cruzados solo serían 
necesarios para el control global y no aplican, al menos en el sentido 
citoplasma-núcleo, a la regulación de mRNAs individuales. 
Como toda técnica, el GRO puede estar sujeto a sesgos técnicos o 
biológicos. La aparición durante los últimos años de otras tecnologías 
diferentes enfocadas en estudiar la síntesis y degradación del mRNA a escala 
genómica, nos ha permitido comparar nuestros resultados con los de otros 
autores. Las comparaciones realizadas demuestran que entre el GRO y las 
técnicas basadas en la inmunoprecipitación o en la incorporación de 
precursores metabólicos hay baja correlación e importantes sesgos. Este tipo 
de resultados ya habían sido observados por nosotros (Pelechano et al. 2010; 
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Perez-Ortin et al. 2011) y otros autores (Neymotin et al. 2014; Sun et al. 2012) 
en la comparación de los resultados de vidas medias de mRNAs. Hasta ahora, 
las comparaciones de datos de tasas de transcripción obtenidos con diferentes 
técnicas siempre ha generado mejores correlaciones para la nubes de puntos 
(Perez-Ortin et al. 2011) que las de RS. En nuestro estudio actual, ambos 
conjuntos de resultados han sido comparados, pero además, hemos podido 
añadir dos nuevas comparaciones: los cambios en los mutantes y el valor total 
de la SR o la RC (o el valor promedio de la kd) para el transcriptoma de 
diferentes cepas. 
 Según los resultados obtenidos mediante GRO, la tasa de síntesis del 
mRNA (SRap) en las cepas sfp1Δ y dst1Δ es igual a la de la cepa silvestre, 
mientras que para las cepas como rpb4Δ y xrn1Δ es menor, por lo tanto, para 
alcanzar los niveles de [mRNA total], los mutantes con menos [mRNA] como el 
mutante sfp1Δ (tabla c3.1), deben tener una mayor tasa degradación (menor 
estabilidad), mientras que los mutantes rpb4Δ y xrn1Δ deben tener una mayor 
estabilidad de sus mensajeros para mantener la [mRNA total]. Este último 
resultado fue confirmado mediante una medición directa de la estabilidad de 
algunos mRNAs (apartados c1.6 y c2.5). Por lo tanto, al afectar la transcripción, 
la célula ajusta la estabilidad para mantener los niveles de mRNA maduro 
dentro del margen descrito en los párrafos anteriores. Sin embargo, los 
resultados de estabilidad indirecta (RSind) en el mutante sfp1Δ no lograron 
confirmarse con otras técnicas directas (apartado c1.6 y M. Choder, 
comunicación personal). Es probable, pues, que la medición de la SRap o la de 
la RC en este mutante particular estén afectadas por un efecto (biológico o 
técnico) de origen aún desconocido que afecte la precisión de los resultados 
obtenidos. En la misma línea, la estimación de la SRap del mutante rpb4Δ no 
concuerda con la SR determinada por cDTA (Schulz et al. 2014), y posee 
diferencias considerables en su magnitud global (apartado c1.7). Dado que 
para la cepa silvestre y para otros mutantes (dst1Δ, rai1Δ, upf1Δ) los datos son 
mucho más concordantes (este trabajo,(Jordán-Plá 2013) sugerimos que en el 
mutante rpb4Δ existe un sesgo biológico particular que desacopla la nTR de la 
SR en un nivel muy superior al sesgo biológico/técnico característico de las dos 
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técnicas comparadas (GRO-cDTA). Un caso similar es el de los mutantes para 
el factor Xrn1, ya que las comparación de los datos de cDTA (Sun et al. 2013), 
con los datos de GRO de este estudio, muestran diferencias no sólo en 
magnitud, sino también de sentido. Para los autores del trabajo de Sun y 
colaboradores (2013), la SR en un mutante xrn1Δ aumenta, mientras que la DR 
disminuye. En nuestros resultados, la disminución de la SRap se acompaña de 
un descenso en la DR (aumento en la estabilidad). Nuestra hipótesis para 
explicar (al menos en parte) las diferencias de magnitud global de los cambios 
en SR y RS en los mutantes xrn1Δ y rpb4Δ es que en las publicaciones del 
método cDTA (Sun et al. 2013; Schulz et al. 2014) no se tiene en cuenta que 
estos mutantes tienen un tamaño citoplasmático significativamente mayor que 
la cepa silvestre BY4741 (ver tabla c3.1) y, por lo tanto, el cálculo de la SR es 
incorrecto y debería dividirse por el factor de aumento de volumen (Pérez-Ortín 
et al. 2013b). Adicionalmente hemos observado que los diversos mutantes 
xrn1Δ y rpb4Δ utilizados en los diferentes laboratorios no son iguales en su 
velocidad de crecimiento, ni en el nivel de respuesta ESR constitutiva derivada 
del crecimiento lento (D. Medina, F. Navarro y J.E. Pérez-Ortín, resultados no 
publicados). Es muy probable que ello se deba a la existencia de supresores 
del crecimiento lento que ocasionan estas mutaciones, como se observó el 
estudio de Schulz y colaboradores (2014) y como también han observado otros 
autores (M. Choder y E. Young, comunicaciones personales). Las diferencias 
de crecimiento explican en buena medida las diferencias de patrones 
transcriptómicos observados en estos mutantes entre cepas de diferentes 
laboratorios ya que el mayor efecto en el transcriptoma es causado por el “slow 
growth phenotype” (O’Duibhir et al. 2014), aunque no afecten a los efectos 
directos de las mutaciones en la rutas fisiológicas en las que participan sus 
productos génicos. 
Es de resaltar, sin embargo, que nuestro trabajo y el del grupo del Dr. P. 
Cramer concuerdan en que el factor Xrn1 es importante para regular los niveles 
globales de la síntesis y degradación del mRNA. El aspecto positivo de todas 
estas comparaciones es que permiten verificar la validez de los datos 
genómicos obtenidos cuando la coincidencia es alta pero incluso cuando 
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existen discrepancias, como las mencionadas anteriormente, de las 
comparaciones se pueden descubrir sesgos técnicos que ayuden a mejorar las 
técnicas (por ejemplo, de la comparación de RPCC y GRO en Pelechano et al. 
2010) o incluso sesgos biológicos que permitan el estudio de nuevos 
mecanismos moleculares que operan en la célula y que aún no han sido 
identificados. 
 Finalmente, y de acuerdo a los resultados presentados en los capítulos 1 
y 2, factores tales como Rpb4 y Xrn1, cuyas funciones han sido descritas 
principalmente en transcripción y degradación respectivamente, influyen en 
ambos procesos celulares. Por lo tanto, estos factores poseen un papel dual en 
la regulación de la expresión génica. En el caso de Rpb4, este factor participa 
principalmente de la síntesis, pero tal como se ha descrito por otros autores, 
también posee un papel importante en la degradación y la traducción del 
mRNA (Goler-Baron et al. 2008; Harel-Sharvit et al. 2010). Nosotros, en 
colaboración con otros autores, hemos demostrado que el factor Xrn1 afecta la 
síntesis del mRNA (Haimovich et al. 2013b; Medina et al. 2014). Es de esperar 
que a medida que avancen las investigaciones enfocadas en estudiar la 
comunicación cruzada durante la regulación génica, se pueda identificar un 
número mayor de factores con efecto regulador dual, las "sintegradasas". 
Esperamos también que a medida que se desarrollen nuevas investigaciones 
se pueda dilucidar el mecanismo molecular por el cual las sintegradasas 
regulan la expresión génica y los niveles homeostáticos de mRNA en las 
células eucariontes. 
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1.- El estudio del recambio del mRNA en los mutantes de S. cerevisiae 
deficientes en proteínas originalmente implicadas solo en la síntesis 
(Rpb4, Dst1, Sfp1) o en la degradación (Xrn1, Rai1, Upf1), indica que la 
eliminación de los factores produce alteraciones tanto en la tasa de 
transcripción como en la de degradación, afectando la concentración del 
mRNA. Esto demuestra que, a nivel global, existen mecanismos de 
regulación cruzada que comunican ambas maquinarias de transcripción 
y degradación. 
2.- Los estudios con mutantes y los realizados con cepas de diferente 
volumen celular indican que la concentración de RNA total y de mRNA 
se mantiene aproximadamente dentro de un +/- 50% con respecto a la 
cepa silvestre BY4741 en condiciones de crecimiento exponencial. Estos 
resultados demuestran la existencia de una homeostasis de la 
concentración del RNA total y del mRNA en la levadura S. cerevisiae.  
3.- La eliminación del factor Rpb4 provoca, además de lo expuesto, 
defectos a nivel de la elongación transcripcional, así como de un 
aumento en la proporción de polimerasas detenidas. Sin embargo, la 
eliminación de los factores Dst1 y Sfp1 no provoca sesgos importantes 
en la proporción de polimerasas elongantes. 
4.- La ausencia de los factores Xrn1 y Rai1 provoca también defectos a 
nivel de la elongación. La ausencia de Xrn1 provoca, además, sesgos en 
la distribución de la RNA Pol II, causando una acumulación de 
polimerasas inactivas en la región 3' de diversos genes. Por otro lado, la 
eliminación del factor Upf1 no provoca defectos específicos de la 
transcripción naciente, pero sí en el recambio global del mRNA. 
5.- La existencia de grupos de genes especialmente afectados por la 
ausencia de una actividad exonucleasa en el factor Xrn1, tales como 
categorías involucradas en la traducción, biogénesis del ribosoma y 
metabolismo del RNA, indican que esta sintegradasa les regula de forma 
selectiva tanto a nivel de su síntesis como de su degradación. 
Conclusiones 
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Proponemos el término "sintegradón", para definir este nuevo concepto 
de un regulón que es a la vez pre- y post-transcripcional. 
6.- La transcripción naciente de las RNA Pol I y III se ajusta con el 
volumen celular para mantener una tasa de síntesis de sus RNAs 
constante, demostrando que existe un sistema de control global de la 
transcripción, específicamente de rRNA y tRNA, con el volumen 
citoplasmático. 
7.- La tasa de síntesis del mRNA no se ajusta con el cambio de volumen 
celular en S. cerevisiae. Por lo tanto la transcripción mediada por la RNA 
Pol II no está sujeta a un control global que ajuste sus niveles al volumen 
celular. 
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